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As hidrólises das xiloglucanas das sementes de Tamarindus indica (XGT) e de 
Hymenaea courbaril (XGJ) com endoglucanase (EGII) foram analisadas em 
tempo real utilizando detectores de espalhamento de luz estático e viscosimetria 
(TDSLS-vis). Foram avaliadas três diferentes concentrações da enzima. Para 
ambas as amostras de xiloglucana, houve uma diminuição na massa molar 
aparente, na viscosidade intrínseca, no comprimento de persistência e no raio de 
giro imediatamente após a adição da enzima. A constante de velocidade da 
reação foi dependente da concentração de EGII. Uma cinética de primeira ordem 
foi observada por 140 min, formando oligossacarídeos de 1 a 3 unidades. A 
galactose distante duas posições da glucose não substituída modula a ação da 
enzima e a hidrólise completa ocorreu em 24 h. Os resultados demonstraram, 
pela primeira vez, a degradação em tempo real da xiloglucana, sua composição 
macromolecular e oligossacarídeos formados durante o processo de hidrólise com 
EGII. A oxidação seletiva da XGT utilizando TEMPO como catalisador foi 
monitorada em um sistema ACOMP acoplado a multi detectores. Foram avaliadas 
a oxidação em diferentes condições de pH (9, 7 e 5), na ausência do catalisador 
TEMPO e em diferentes concentrações do catalisador. O grau de oxidação foi 
maior em pH 9 e foi observada degradação do material em todas as condições 
estudadas, de forma mais acentuada na ausência do catalisador TEMPO, e a 
constante de velocidade foi dependente da concentração do catalisador. As 
espécies reativas de oxigênio foram responsáveis pela degradação na cadeia 
polimérica e o TEMPO além de catalisador tem a função de proteger, como 
“molécula de sacrifício”, o polissacarídeo da degradação. É a primeira vez em que 
é atribuída ao TEMPO uma função diferente das funções clássicas de catalisador 
da reação de oxidação. Tal observação só pode ser realizada a partir da 
avaliação em tempo real dos experimentos na presença e na ausência do 
catalisador. Comparativamente aos detectores de espalhamento de luz, o detector 
viscosimétrico mostrou-se eficiente para análises químicas em tempo real para 
polissacarídeos, por não ser sensível as interferências de agregados moleculares, 
tanto em reações enzimáticas quanto em reações de oxidação seletiva com 
TEMPO. 
 
Palavras chave: Xiloglucana, Endoglucanase (EGII), N-oxil-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina (TEMPO), espalhamento de luz estático dependente do tempo 
(TDSLS), cromatografia de troca aniônica de alta eficiência com detector de pulso 
amperométrico (HPAEC), cromatografia de exclusão por tamanho (SEC), 
monitoramento on-line contínuo e automático de reações de polimerização 









The hydrolysis of xyloglucan from Tamarindus indica (XGT) and Hymenaea 
courbaril (XGJ) seeds with endoglucanase (EGII) was monitored in real time using 
time-dependent static light scattering and viscometer (TDSLS-vis), performed at 
three different enzyme concentrations. For both samples there was a decrease in 
the apparent weight average molecular weight, intrinsic viscosity, persistence 
length, gyration radius, immediately after the addition of the enzyme and the rate 
constant was dependent on the EGII concentration. The first-order kinetics was 
observed for oligosaccharide digestion up to 140 min, forming oligomers 
composed of 1 to 3 units. Galactose at two positions far from the non-substituted 
glucose modulated the action of EGII, and the complete hydrolysis of XG 
oligomers occurred after 24 hours. The results demonstrate for the first time the 
real-time degradation of xyloglucan and the macromolecular and oligosaccharide 
composition during the EGII hydrolysis process. The selective oxidation of XGT 
mediated by TEMPO as a catalyst was evaluated using ACOMP coupled a multi 
detector train system. Oxidation were evaluated at different pH conditions (9, 7 
and 5), without TEMPO catalyst and different concentrations of catalyst. The 
degree of oxidation was higher at pH 9 and polysaccharide degradation was 
observed in both conditions, it was higher without TEMPO. The first-order kinetics 
was dependent on the concentration of the catalyst. Reactive oxygen species 
were responsible for polymer degradation and besides catalyst; TEMPO has, also, 
the function to protect the polysaccharide from degradation. It is the first time 
which TEMPO is assigned to a different function of the classic functions, as a 
catalyst of the oxidation reaction. This observation can only be demonstrated by 
real-time degradation of xyloglucan in experiments with and without TEMPO. 
Compared to light scattering detector, the viscosity detector showed promise for 
chemical analyzes in real time to polysaccharides, by reducing interference from 
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Automatic Continuous Online Monitoring Reactions (ACOMP), Automatic 







LISTA DE FIGURAS 
 
 
FIGURA 1 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS 
OLIGOSSACARÍDEOS XXLG E XXXXG DE XILOGLUCANA 
OBTIDOS DA SEMENTES DE JATOBÁ (XGJ)............................. 22 
FIGURA 2 -  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ESTRUTURAS DOS 
OLIGOSSACARÍDEOS DE XILOGLUCANA: XXG (A), XXXG 
(B), XLXG (C), XXLG (D), XLLG (E), XXXXG (F), XXXLG (G), 
XLXXG (H) E XXLXG (I)................................................................ 23 
FIGURA 3 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE 
HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM EGII DO POLISSACARÍDEO 
FORMANDO OLIGOSSACARÍDEOS............................................ 27 
FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CICLO DO 
CATALISADOR DURANTE REAÇÃO DE OXIDAÇÃO 
SELETIVA DO POLISSACARÍDEO COM SISTEMA 
TEMPO/NaClO/NaBr EM MEIO ALCALINO.................................. 30 
FIGURA 5 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE 
OXIDAÇÃO DO ÁLCOOL PRIMÁRIO DO POLISSACARÍDEO A 
CARBOXILATO COM CATALISADOR SELETIVO TEMPO EM 
MEIO ALCALINO........................................................................... 31 
FIGURA 6 - ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS 
TDSLS-vis PARA AS REAÇÕES DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
DAS XGT E XGJ COM EGII.......................................................... 43 
FIGURA 7 - ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS 
ACOMP PARA AS REAÇÕES DE OXIDAÇÃO DA XGT COM 
CATALISADOR TEMPO................................................................  44 
FIGURA 8 - ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS 
DE ACM DOS PRODUTOS FINAIS OXIDADOS DE XGT........... 48 
FIGURA 9 - SINAL DO DETECTOR DE RI OBTIDO NOS EXPERIMENTOS 
DE ACM PARA VERIFICAR O EFEITO DO POLIELETROLITO 
SOBRE OS PRODUTOS OXIDADOS DE XGT............................. 48 
FIGURA 10 - PERFIL DE ELUIÇÃO DE SEC DAS AMOSTRAS DE XGT (A) E 
XGJ (B) NATIVA (t = 0 min) E PRODUTO FINAL HIDROLISADO 
(t = 140 min) COM EGII 0,009 U.mL-1 UTILIZANDO 
DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO A 




FIGURA 11 - HIDRÓLISE EM TEMPO REAL DA XGT (A) E XGJ (B) COM 
EGII 0,009 U.mL-1 USANDO DETECTOR DE ESPALHAMENTO 
DE LUZ ESTÁTICO A 90° (SLS), DETECTOR 
VISCOSIMÉTRICO (vis) E ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI). AS 
SETAS INDICAM O MOMENTO DA ADIÇÃO DA ENZIMA 
EGII................................................................................................ 53 
FIGURA 12 - PARÂMETROS MACROMOLECULARES OBTIDOS EM 
TEMPO REAL DA HIDRÓLISE DE XGT (A) E XGJ (B) COM 
EGII 0,009 U.mL-1. OS TRIANGULOS VERMELHOS MOSTRAM 
OS VALORES DE MASSA MOLAR OBTIDOS POR ANÁLISES 
DE SEC.......................................................................................... 56 
FIGURA 13 - PERFIL DE ELUIÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS DE XGT (A) 
E XGJ (B) HIDROLISADOS COM EGII 0,012 U.mL-1 DURANTE 
24 h OBTIDOS POR HPAEC......................................................... 58 
FIGURA 14 - RESULTADO DO GRAU DE OXIDAÇÃO (MMOL COOH/g DE 
POLÍMERO) OBTIDO POR TITULAÇÃO EM FUNÇÃO DO 
TEMPO DE REAÇÃO DE XGT EM pH 9, pH 7, pH 5 E SEM O 
CATALISADOR TEMPO A pH 9.................................................... 60 
FIGURA 15 - RESULTADOS DE MASSA MOLAR MÉDIA EM MASSA (Mw) E 
RAIO DE GIRO (Rg
*) CALCULADOS PELA EQUAÇÃO DE 
ZIMM DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), XGToxi pH7 
(B), XGToxi pH5 (C) E XGTsem TEMPO (D) EM FUNÇÃO DO GRAU 
DE OXIDAÇÃO DO POLISSACARÍDEO NOS EXPERIMENTOS 
DE ACOMP.................................................................................... 64 
FIGURA 16 - RESULTADOS DE VISCOSIDADE REDUZIDA (ViscoRed) E 
RAIO DE GIRO (Rg
**) CALCULADO POR FLORY-FOX DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), XGToxi pH7 (B), XGToxi pH5 
(C) E XGTsem TEMPO (D) EM FUNÇÃO DO GRAU DE OXIDAÇÃO 
DO POLISSACARÍDEO NOS EXPERIMENTOS DE 
ACOMP.......................................................................................... 66 
FIGURA 17 - RESULTADOS DO RAIO HIDRODINÂMICO (Rh) E ROTAÇÃO 
ÓTICA ([∝]) DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), 
XGToxi pH7 (B), XGToxi pH5 (C) E XGTsem TEMPO (D) EM FUNÇÃO 
DO GRAU DE OXIDAÇÃO DO POLISSACARÍDEO NOS 
EXPERIMENTOS DE ACOMP...................................................... 67 
FIGURA 18 - DADOS DE VISCOSIDADE (Visco) E SINAL BRUTO DO 
ESPALHAMENTO DE LUZ A 90° (SLS) DO PRODUTO 
OXIDADO XGToxi pH9 EM FUNÇÃO DO TEMPO DE REAÇÃO 
NOS EXPERIMENTOS DE ACM................................................... 69 
FIGURA 19 - RESULTADOS DE Kc/R A 90° DA XGT NATIVA E DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E 
XGTsem TEMPO VERSUS CONCENTRAÇÃO DE SAL DOS 




FIGURA 20 - RESULTADOS DE VISCOSIDADE REDUZIDA DA XGT 
NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi 
pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO VERSUS 
CONCENTRAÇÃO DE SAL DOS EXPERIMENTOS DE 
ACM............................................................................................... 72 
FIGURA 21 - RESULTADOS DO RAIO DE GIRO (Rg
**) CALCULADOS POR 
FLORY-FOX DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS 
XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO VERSUS 
CONCENTRAÇÃO DE SAL DOS EXPERIMENTOS DE 
ACM............................................................................................... 73 
FIGURA 22 - RESULTADOS DO SEGUNDO COEFICIENTE VIRIAL (A2) 
CALCULADOS POR FLORY-FOX DA XGT NATIVA E DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E 
XGTsem TEMPO VERSUS CONCENTRAÇÃO DE SAL DOS 
EXPERIMENTOS DE ACM........................................................... 74 
FIGURA 23 - RESULTADOS DE ROTAÇÃO ÓTICA DA XGT NATIVA E DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E 
XGTsem TEMPO VERSUS CONCENTRAÇÃO DE SAL NOS 
EXPERIMENTOS DE ACM……...............................................….. 75 
FIGURA 24 -  PERFIL DE ELUIÇÃO DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS 
OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO 
UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ 
ESTÁTICO A 90° (SLS) (A) E ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI) (B) 
OBTIDOS POR SEC..................................................................... 77 
FIGURA 25 - RESULTADO DO GRAU DE OXIDAÇÃO (MMOL COOH/g DE 
POLÍMERO) OBTIDO POR TITULAÇÃO EM FUNÇÃO DO 
TEMPO DE REAÇÃO DE XGT A pH 9 COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE CATALISADOR TEMPO, XGTsem TEMPO, 
XGT0,015mol/L TEMPO, XGT0,03mol/L TEMPO, XGT0,06mol/L TEMPO, 
XGT0,15mol/L TEMPO (A) E AMPLIAÇÃO DAS CURVAS DE 
TITULAÇÃO PARA XGT0,03mol/L TEMPO, XGT0,06mol/L TEMPO E 
XGT0,15mol/L TEMPO (B)...................................................................... 79 
FIGURA 26 - PERFIL DE ELUIÇÃO DOS PRODUTOS OXIDADOS COM 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DO CATALISADOR 
TEMPO, XGTsem TEMPO, XGT0,015mol/L TEMPO, XGT0,03mol/L TEMPO, 
XGT0,06mol/L TEMPO, XGT0,15mol/L TEMPO UTILIZANDO 
DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO A 
90° (SLS) OBTIDOS POR SEC..................................................... 81 
FIGURA 27 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE β-








LISTA DE TABELAS 
 
 
TABELA 1 - RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT E XGJ 
NATIVAS................................................................................. 49 
TABELA 2 - RESULTADOS OBTIDOS POR TDSLS-vis DA CINÉTICA 
DE DEGRADAÇÃO ENZIMÁTICA DA XGT E XGJ COM 
EGII......................................................................................... 51 
TABELA 3 - RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT E XGJ 
NATIVA E ALÍQUOTAS EM 10 E 140 MIN DA REAÇÃO DE 
HIDRÓLISE COM EGII A 0,009 U.mL-1.................................. 57 
TABELA 4 - RESULTADOS OBTIDOS POR HPAEC DOS 
OLIGOSSACARÍDEOS DE XGT E XGJ HIDROLISADOS 
(m/m%) COM EGII 0,009 U.mL-1........................................... 59 
TABELA 5 - RESULTADOS OBTIDOS NA TITULAÇÃO DAS REAÇÕES 
DE OXIDAÇÃO NAS DIFERENTES CONDIÇÕES DE 
pH........................................................................................... 61 
TABELA 6 - RESULTADO OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE 
ACOMP DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS 
NAS DIFERENTES CONDIÇÕES DE pH.............................. 62 
TABELA 7 - RESULTADOS OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE ACM 
DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS NAS 
DIFERENTES CONDIÇÕES DE pH....................................... 70 
TABELA 8 - RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT NATIVA E 
DOS PRODUTOS OXIDADOS NAS DIFERENTES 
CONDIÇÕES DE pH............................................................... 76 
TABELA 9 - RESULTADOS OBTIDOS NA TITULAÇÃO DAS REAÇÕES 
DE OXIDAÇÃO A pH9 COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DO CATALISADOR TEMPO................ 78 
TABELA 10 - RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT NATIVA E 
DOS PRODUTOS OXIDADOS NAS DIFERENTES 




LISTA DE ABREVIAÇÕES E SÍMBOLOS 
 
 
𝜑0 - constante de Flory-Fox 
[α]  rotação ótica 
[] - viscosidade intrínseca 
<S2>z
1/2 - raiz quadrada da média do raio de giro 
A2 - segundo coeficiente virial 
ACM - mistura contínua automática, do inglês automatic continuous 
mixing 
ACOMP - monitoramento on-line contínuo e automático de reações de 
polimerização, do inglês automatic continuous monitoring of 
polymerization reactions 
c* - concentração crítica 
Đ - dispersão (= Mw/Mn) 
DLS - espalhamento de luz dinâmico, do inglês dynamic light scattering 
dn/dc - incremento do índice de refração em função da concentração 
EG - enzima endoglucanase 
EGII - enzima endoglucanase tipo II 
HPAEC - cromatografia de troca aniônica de alta eficiência com detector de 
pulso amperométrico, do inglês high-performance anion-
exchange chromatography coupled with pulsed amperometric 
detection 
HPLC - cromatografia líquida de alta eficiência, do inglês high 




k - constante de velocidade 
L - comprimento do monômero 
LALS - espalhamento de luz a ângulo de 7°, do inglês low angle light 
scattering 
Lp - comprimento de persistência 
MALLS - espalhamento de luz laser multi-ângulo, do inglês multi-angle 
laser light scattering 
Mw - massa molar média em massa 
Mwapp - massa molar aparente 
Na - número de Avogadro 
PAD - detector de pulso amperométrico 
RALS - espalhamento de luz a ângulo de 90°, do inglês right angle light 
scattering 
Rec - recuperação  
Rg
* - raio de giro obtido pela equação de Zimm 
Rg
**  raio de giro obtido pela equação de Flory-Fox 
Rh - raio hidrodinâmico 
RI - índice de refração, do inglês refractive index 
RMN - ressonância magnética nuclear 
SEC - cromatografia de exclusão por tamanho do inglês size exclusion 
chromatography 






TDSLS - espalhamento de luz estático dependente do tempo, do inglês 
time dependent static light scattering 
TEMPO - N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 
UV/VIS -  ultravioleta-visível 
vis - viscosímetro 
XG - xiloglucana 
XGJ - xiloglucana de jatobá 






1. INTRODUÇÃO ....................................................................................... 20 
1.1. POLISSACARÍDEOS ............................................................................. 21 
1.1.1. XILOGLUCANAS ................................................................................... 21 
1.2. REAÇÕES DE MODIFICAÇAO ............................................................. 25 
1.2.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA ..................................................................... 25 
1.2.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO .......................................... 29 
1.3. ANÁLISES EM TEMPO REAL ............................................................... 33 
1.3.1. MONITORAMENTO EM TEMPO REAL ................................................ 34 
1.3.2. MISTURA CONTÍNUA AUTOMÁTICA .................................................. 35 
2. OBJETIVOS ........................................................................................... 36 
2.1. OBJETIVO GERAL ................................................................................ 36 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS .................................................................. 36 
3. MATERIAIS E MÉTODOS ..................................................................... 38 
3.1. AMOSTRAS E REAGENTES ................................................................ 38 
3.2. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DA XILOGLUCANA ............................. 39 
3.3. MODIFICAÇAO QUÍMICA DE XILOGLUCANA .................................... 40 
3.3.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE .......................... 40 
3.3.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO .......................................... 40 
3.4. MONITORAMENTO DAS REAÇÕES EM TEMPO REAL ..................... 41 
3.4.1. MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA HIDRÓLISE 




3.4.2. MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA OXIDAÇÃO COM 
CATALISADOR TEMPO....................................................................................... 43 
3.5. CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS FORMADOS .......................... 45 
3.5.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIÔNICA ......................................... 45 
3.5.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO POR TAMANHO ........................ 45 
3.5.3. MISTURA CONTÍNUA AUTOMÁTICA .................................................. 47 
4. RESULTADOS ....................................................................................... 49 
4.1. CARACTERIZAÇÃO DA XILOGLUCANA ............................................ 49 
4.2. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE .......................... 50 
4.3. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO .......................................... 60 
4.3.1. CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS OXIDADOS ............................ 68 
4.3.2. EFEITO DO AUMENTO DA CONCENTRAÇÃO DO CATALISADOR 
TEMPO       ............................................................................................................ 78 
5. DISCUSSÃO .......................................................................................... 83 
5.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE .......................... 83 
5.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO .......................................... 87 
CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES ................................................................. 95 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................... 96 








A utilização de polissacarídeos tem atraído a atenção em vários setores 
industriais, como alimentos, têxtil, cuidados pessoais, operações petrolíferas, 
papel, tinta e revestimento, além da indústria farmacêutica e biomédica, 
principalmente devido à sua boa solubilidade em água, reatividade química 
elevada, e formação de soluções poliméricas de alta viscosidade, de baixo custo 
e baixa toxicidade. Na sua forma natural ou quimicamente modificada os 
polissacarídeos apresentam uma vasta aplicação como espessantes, 
modificadores reológicos e estabilizadores de emulsão (SILVEIRA E BRESOLIN, 
2011). 
Os processos de modificação química dos polissacarídeos não apresentam 
uma caracterização físico-química que permita uma discussão mais aprofundada, 
com um detalhamento do efeito da modificação sobre o comportamento 
macromolecular e hidrodinâmico, que podem ser decisivos para futuras 
aplicações destes polímeros em processos industriais, ou mesmo como suporte 
na reprodutibilidade dos resultados obtidos em pesquisas científicas utilizando 
polímeros naturais (LAVAZZA et al., 2011). 
Tanto as reações enzimáticas, como as reações de oxidação de 
polissacarídeos, são usualmente realizadas utilizando métodos convencionais 
para a caracterização dos produtos obtidos após reações de modificação química, 
como: cromatografia de exclusão por tamanho (SEC) e cromatografia de troca 
aniônica (HPAEC). Entretanto, informações sobre aspectos macromoleculares e 
hidrodinâmicos podem ser refinadas com análises em tempo real com multi 










Os polissacarídeos pertencem a mais abundante e diversificada família de 
polímeros naturais. A estrutura destes pode variar na sua composição química, 
sequência dos monossacarídeos, nas ligações glicosídicas envolvidas e massa 
molar. Variações nestes parâmetros podem levar a diferentes formas de 
estruturas químicas e de conformação, que refletem em uma vasta gama de 
propriedades que podem ser utilizadas em diversas áreas da indústria. Estes 
polímeros também têm a característica de biodegradabilidade, ajudando a 
preservar o meio ambiente.  
Entre os polissacarídeos de interesse industrial têm-se as xiloglucanas, que 
são biopolímeros neutros e constituem polissacarídeos de armazenamento e 
estruturais em vegetais superiores (gimnosperma e angiosperma), também 
definidos como vegetais que produzem flores (fanerógamos). Em termos da sua 
distribuição no mundo vegetal são encontradas no endosperma das sementes de 
várias famílias de plantas, desempenhando o papel de reserva durante a 
germinação, em que sofrem catabolismo para fornecer produtos de metabolismo 






As xiloglucanas (XG) são muito importantes, pois desempenham papel 
estrutural na parede celular primária de vegetais superiores, bem como 
apresentam função de reserva em sementes de algumas espécies de 
dicotiledôneas. A estrutura química da XG é composta, principalmente, dos 
seguintes monossacarídeos: D-glucose, D-xilose e D-galactose. Esses 
monossacarídeos estão presentes em proporções de aproximadamente 4:3:1 
(HAYASHI et al., 1994). A estrutura da cadeia principal do biopolímero é 
constituída por unidades de β-D-glucopiranose unidas por ligações glicosídicas do 
tipo (14). Ocorrem substituições em O-6 por unidades de α-D-xilopiranose, que 
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pode também ser substituída em O-2 por β-D-galactopiranose (CARPITA e 
MCCANN, 2000, HAYASHI et al., 1994). Além disso, nas XG presentes na parede 
celular primária, as β-D-galactopiranoses podem ser substituídas em O-2 por α-L-
fucopiranoses. Dessa forma, elas são chamadas de XG fucosiladas (CARPITA e 
GIBEAUT, 1993). A Figura 1 mostra a representação esquemática da estrutura 
de cadeia de XG de semente de jatobá (XGJ). 
As propriedades estruturais, físicas e biológicas de XG das sementes de 
tamarindo e jatobá têm sido extensivamente estudadas (FREITAS et al., 2015; 
MAHAJAN, DESHMUKH, 2015; GAUCHE et al., 2013; LUCYSZYN et al., 2011; 
FREITAS et al., 2005; MARTIN et al., 2003; DE LIMA E BUCKERIDGE, 2001; 
BUCKERIDGE et al., 1997; LIMA-NISHIMURA et al., 1995). 
 
 
FIGURA 1. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS OLIGOSSACARÍDEOS XXLG E XXXXG 
DE XILOGLUCANA OBTIDOS DA SEMENTES DE JATOBÁ (XGJ). 
FONTE: FREITAS et al. (2015). 
 
 
Fry et al. (1993) propuseram uma nomenclatura para oligossacarídeos de 
XG. A letra G representa unidades de glucose da cadeia principal que não 
possuem ramificação. Para as outras glucoses, outras letras representam a 
substituição na cadeia. Por exemplo, se uma xilose estiver ligada à glucose, a 
unidade recebe a letra X. Se houver uma galactose ligada à xilose e está estiver 
ligada na glucose, a unidade recebe a letra L.  
As estruturas de oligossacarídeos das amostras de XG, mostradas na 
Figura 2, obtidas das sementes de tamarindo (XGT) e de jatobá (XGJ) indicam 
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que, mesmo diferentes fontes de XG, têm um padrão semelhante estrutural de 
oligossacarídeos, sendo compostas quase inteiramente de quatro oligômeros: 
XXXG (B), XLXG (C), XXLG (D) e XLLG (E), que diferem no número de cadeias 
laterais de galactose e no tamanho dos oligossacarídeos, com uma nova série de 
oligômeros XXXXG (F) para as sementes de jatobá (ARRUDA et al., 2015; 
FREITAS et al., 2005; MARTIN et al., 2003; SILVA-TINÉ, DE LIMA, 
BUCKERIDGE, 2003; DE LIMA E BUCKERIDGE, 2001; TINÉ, CORTELAZZO E 
BUCKERIDGE, 2000; BUCKERIDGE et al., 1997). 
 
FIGURA 2. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ESTRUTURAS DOS 
OLIGOSSACARÍDEOS DE XILOGLUCANA: XXG (A), XXXG (B), XLXG (C), XXLG (D), XLLG (E), 
XXXXG (F), XXXLG (G), XLXXG (H) E XXLXG (I). 
FONTE: SPIER et al. (2015). 
 
 
Uma vantagem dos polissacarídeos de reserva em sementes, comparados 
aos de parede celular é a facilidade de extração. Os de reserva são encontrados 
em grande quantidade, e são obtidos por extração aquosa e praticamente livres 
de contaminantes, com alto rendimento formando soluções viscosas em baixas 
concentrações (HAYASHI et al., 1994).  
Por estes motivos, nesta tese foram selecionados tais polissacarídeos e os 
resultados deste estudo será apresentado. A seguir alguns estudos realizados 
com xiloglucana, e que serviram de referência para este projeto. 
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Picout et al. (2003) observaram que, em solução aquosa, a XG forma 
soluções viscosas e relativamente estáveis a mudanças de pH. XG isolada de 
sementes de H. courbaril, inicialmente identificadas por Lima-Nishimura et al. 
(1995) apresentaram viscosidade intrínseca de 850 mL.g-1, utilizando água como 
solvente. Como outros polissacarídeos, em solução diluída, a XGJ apresentou 
comportamento Newtoniano e, em altas concentrações (>10 mg.mL-1), 
comportamento pseudoplástico (MARTIN et al., 2003).  
A presença de agregados moleculares em solução de XGJ pode ser 
minimizada com aquecimento a 85 °C por 2 h, com redução da massa molar, 
viscosidade intrínseca e raio de giro devido a processos de desagregação 
molecular (FREITAS et al. 2005). Adicionalmente, os autores identificaram que a 
presença de uma série única de oligossacarídeos na estrutura da XGJ induzia a 
formação de uma molécula mais rígida quando comparada com a de XGT.  
Arruda et al. (2015) extraíram XGJ e avaliaram a estrutura do 
polissacarídeo, que apresentou composição de glucose, xilose e galactose nas 
proporções de 4:3:1 respectivamente. As análises reológicas mostraram 
comportamento de soluções viscoelásticas da XGJ nativa em concentrações de 
0,5 e 1,0% (m/v). Foram obtidos filmes de XGJ e testes biológicos mostraram que 
este não apresenta atividade antimicrobiana e hemolítica, além de não apresentar 
toxicidade, demonstrando potencial para aplicações biotecnológicas deste 
biopolímero. 
Freitas et al. (2015) observaram a formação de duas redes poliméricas em 
XGJ: a rede transiente, observada em altas frequências, com tempo de 
relaxamento muito baixo, e uma rede “quasi-permanente” observada a baixos 
valores de frequência e com tempo de relaxamento elevado. Ambas as redes na 
XGJ foram observadas em concentrações semidiluídas, ou seja, acima da 
concentração crítica (c*). 
As reações de modificação química das XGs, objeto de estudo deste 
trabalho, podem contribuir para elucidação estrutural e melhorar propriedades 
macromoleculares e hidrodinâmicas, ampliando a gama de aplicação destes 
polissacarídeos e ampliando interesse na exploração dessa matéria-prima de 
origem biológica em processos industriais e biotecnológicos. 
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1.2. REAÇÕES DE MODIFICAÇAO 
 
1.2.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
 
 
A reação de hidrólise enzimática de polissacarídeo é realizada por meio de 
enzimas que atuam como catalisadores para clivar ligações específicas do 
polissacarídeo, e vários trabalhos são descritos na literatura sobre esta temática 
(NEGAHDAR, DELIDOVICH, PALKOVITS, 2016; JUNG et al., 2015; DAMÁSIO et 
al., 2012, FREITAS et al., 2011; BUSATO et al., 2009; DE ALCÂNTARA et al., 
2006, OLIVEIRA JUNIOR, BRAGA e BUCKERIDGE, 2006; TINÉ et al., 2006, 
GANTER, SABBI, REED, 2001; VINCKEN et al., 1996). 
A enzima utilizada neste trabalho é denominada de endoglucanase ou 
celulase (EG) sendo responsável por hidrolisar randomicamente a cadeia 
polimérica. O ponto de atuação deste tipo de enzima se dá nas unidades de β-D-
glucose não substituída, clivando a ligação glicosídica (14), formando os blocos 
de oligossacarídeos. Existem basicamente dois tipos de mecanismo para a 
hidrólise: retenção e inversão (WITHERS, RUPITZ e STREET, 1988; DIN et al., 
1995). 
O mecanismo de retenção consiste em um mecanismos de dupla 
substituição, que leva à retenção da configuração do carbono anomérico do anel 
de carboidrato envolvido na catálise, ou seja, se na cadeia polimérica a glucose 
encontra-se com configuração β, após a catálise essa molécula manterá sua 
configuração β. O sítio ativo das enzimas não permite a adsorção da molécula de 
água, então o nucleófilo (um carboxilato na enzima) ataca o carbono anomérico, 
enquanto o par de elétrons da ligação glicosídica remove um próton do grupo 
carboxila, nesta etapa forma-se um intermediário glicosil-enzima. O aminoácido 
desprotonado ataca uma molécula de água no meio, formando uma hidroxila que 
ataca o carbono anomérico e libera o carboidrato com a configuração original 
(anômero β) (WITHERS, RUPITZ e STREET, 1988; DIN et al., 1995). Portanto, a 
enzima EGII, usada neste trabalho, ocorre através deste mecanismo. 
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O mecanismo de inversão, ao contrário, gera a mudança da configuração β 
da unidade de glucose presente na cadeia polimérica, para sua forma α, após 
hidrólise. Neste mecanismo, o sítio ativo da enzima promove a ionização de uma 
molécula de água que ataca o centro anomérico diretamente, numa reação de 
catálise ácido-base. Para a hidrolise ocorrer, tanto o substrato quanto a molécula 
de água, necessitam estar posicionados entre os resíduos de aminoácidos ácidos 
da enzima (DIN et al., 1995). 
O mecanismo da hidrólise ocorre basicamente em dois fenômenos 
distintos: a adsorção da enzima na superfície do substrato e a hidrólise do 
polissacarídeo. E podem ocorrer as seguintes etapas: difusão do complexo 
celulásico na solução polimérica, adsorção do complexo celulásico nos sítios 
poliméricos disponíveis, formação do complexo ativo celulase-polímero, difusão 
dos produtos de hidrólise do sítio celulase-polímero para solução, dessorção do 
complexo celulásico do polímero hidrolisado (AWAFO, 2000). A etapa inicial de 
adsorção da enzima no polímero é bastante rápida, levando em torno de 1-3 
minutos, porém, não ocorre a adsorção física na sua totalidade, isso se deve a 
impedimento estérico, tanto devido à conformação do polímero quanto da enzima 
(RAD e YAZDANPARAST, 1998). 
A Figura 3 mostra de forma esquemática o processo de hidrólise da cadeia 
de XG, que consiste numa reação ácido-base do oxigênio da ligação glicosídica 
com H+. O próton é proveniente do sítio catalítico da enzima que doa o H+ para a 
reação (a), ocorre a quebra da ligação glicosídica formando um OH na 
extremidade do carbono não redutor, liberando um oligossacarídeo (b), e há a 
formação de carbocátion no carbono anomérico (c). A água do meio faz um 
ataque ao carbocátion (d) que gera outro oligossacarídeo, com regeneração do 





FIGURA 3. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
COM EGII DO POLISSACARÍDEO FORMANDO OLIGOSSACARÍDEOS. 
FONTE: ADAPTADO DE OGEDA E PETRI (2010). 
 
Freitas et al. (2011) observaram que, durante o tratamento enzimático de 
XGJ, há formação de interações intermoleculares, que afetaram o comprimento 
de persistência (Lp) das moléculas de XG durante a degalactosilação. Assim, os 
autores observaram que a formação de agregados, e não a mudança 
conformacional, foi a responsável pela gelificação da XGJ. Busato et al. (2009) 
avaliaram o comportamento da XGJ após o tratamento enzimático com β-
galactosidases e observaram que uma redução de 51% das unidades de 
galactose induziu a formação de um gel termo reversível.  
Oliveira Junior, Braga e Buckeridge (2006) estudaram o isolamento de 
oligossacarídeos da XG de dicotiledôneas através da hidrólise enzimática por 
cromatografia de troca aniônica (HPAEC). Para tal trabalho, os polímeros foram 
extraídos a partir de sementes de copaíba (Copaifera longsdorfii) e suspensões 
celulares de feijão (Phaseolus vulgaris L.), sendo hidrolisados com 
endoglucanase (EG) para obtenção dos oligossacarídeos de XG. Os resultados 
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obtidos mostraram que a técnica de cromatografia de troca aniônica foi eficiente 
para purificação dos oligossacarídeos, apresentando oligômeros dos tipos XLLG e 
XXXG com grau de pureza próximo a 90%, e do tipo XXFG próximo de 80%. Tiné 
et al. (2006) procederam a hidrólise da xiloglucana com endo-β-glucanase de 
Trichoderma, para formação dos oligossacarídeos e posterior caracterização da 
estrutura fina do polissacarídeo. 
Ganter, Sabbi, Reed (2001) realizaram a degalactosilação de 
galactomananas através de hidrólise enzimática, utilizando enzimas α-
galactosidase, e despolimerização da cadeia principal utilizando β-mannanase e 
avaliaram através da técnica de espalhamento de luz estático em tempo real os 
produtos formados. 
Vincken et al. (1996) pesquisaram a degradação da XG presentes na maçã 
com endoglucanase. Após a reação, os oligossacarídeos obtidos foram 
caracterizados por diferentes técnicas, como: cromatografia de troca aniônica, 
espectrometria de massa e análise de monossacarídeos. O polímero em questão, 
segundo o estudo, é composto pelos oligossacarídeos: XXFG e XLFG, XG, XXG, 
FG e dois blocos de oligossacarídeos contendo fucose. 
As reações de hidrólise enzimática são amplamente utilizadas em 
processos industriais em diversas aplicações biotecnológicas. Na indústria têxtil 
as enzimas são utilizadas para dar melhor acabamento aos tecidos, tornando-os 
mais lisos e macios. A indústria de bebidas utiliza enzimas na produção de sucos 
de frutas facilitando sua extração e nos processos de vinificação onde a 
degradação enzimática libera flavorizante melhorando o aroma e o sabor do 
vinho. Na fabricação de detergentes, proporcionam maior limpeza e menor 
degradação dos tecidos e na indústria de polpa e papel tornam o papel mais 
branco e liso. A utilização de enzimas também tem sido aplicada no processo de 
produção de etanol a partir de resíduos vegetais (MARTINS et al., 2008; 
GRIGOREVSKI DE LIMA et al., 2005; WRIGHT, WYMAN, GROCHMANN, 1988). 
Além das reações supracitadas de hidrólise enzimática, outros tipos de 
processos para modificação química de polissacarídeos são bastante explorados 
e relatados na literatura, e a oxidação química de polissacarídeo é outra 
estratégia utilizada para modificação de polissacarídeos. 
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1.2.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO 
 
 
O N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidina (TEMPO) vem sendo amplamente 
utilizado em reações de oxidação de polissacarídeos. Sierakowski et al. (2000) 
utilizaram o catalisador TEMPO para geração de modificações seletivas em 
galactomananas, com a formação de aldeído no C-6 e posterior alquilação e a 
oxidação do aldeído a carboxilato. A técnica de oxidação seletiva utilizada por 
Sierakowski foi inicialmente descrita por de-Nooy et al. (1995a; 1995b; 1996) 
como um método para a oxidação seletiva em polissacarídeos hidrossolúveis 
utilizando hipoclorito de sódio, brometo de sódio e TEMPO em quantidades 
catalíticas, onde este funciona como agente oxidante frente ao polissacarídeo.  
A reação catalisada pelo TEMPO é capaz de oxidar álcoois primários em 
condições brandas e com tempo reacional reduzido. Uma grande vantagem na 
utilização do TEMPO como catalisador de oxidação, é a sua estabilidade química 
mesmo em presença de ar, luz ou umidade, podendo ser estocado e utilizado 
sem necessidade de condições especiais, o que representa vantagem sobre um 
grande número de catalisadores de oxidação (KATO, MATSUO, ISOGAI, 2003; 
SIERAKOWSKI et al., 2000, 2002; BRAGD, BESEMER, VAN BEKKUM, 2000; de-
NOOY et al., 1995a, 1995b, 1996). 
O ciclo do catalisador é mostrado na Figura 4 onde no sistema 
TEMPO/NaClO/NaBr, o hipoclorito de sódio oxida o NaBr a NaBrO. O catalisador 
TEMPO é oxidado pelas espécies reativas de oxigênio (NaClO/NaBrO) formando 
o íon nitrozônio. O íon nitrozônio oxida sequencialmente o álcool primário do 
carboidrato a aldeído e a ácido carboxílico, formando hidroxilamina, que é re-








FIGURA 4. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO CICLO DO CATALISADOR DURANTE 
REAÇÃO DE OXIDAÇÃO SELETIVA DO POLISSACARÍDEO COM SISTEMA 
TEMPO/NaClO/NaBr EM MEIO ALCALINO. 
FONTE: ADAPTADO DE ISOGAI, SAITO E FUKUZUMI (2011). 
 
 
A Figura 5 mostra um esquema da reação de oxidação, onde a partir do 
álcool primário do carboidrato a carboxilato forma-se um poliânion. No sistema 
TEMPO/NaClO/NaBr o TEMPO é oxidado pelas espécies reativas de oxigênio 
(NaClO/NaBrO) a íon nitrozônio. As hidroxilas primárias (C-6) em meio alcalino 
formam alcóxidos que reagem com íon nitrozônio formando o aldeído no 
polissacarídeo e reduzindo o catalisador a hidroxilamina. O catalisador é 
regenerado para a continuação da reação, o aldeído formado sofre uma reação 
de adição com a água do meio, formando um diol germinal, que reage com o íon 
nitrozônio sendo oxidado a ácido carboxílico, reduzindo o catalisador a 
hidroxilamina. Para manter o pH do meio é adicionado NaOH que reage com o 





FIGURA 5. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE OXIDAÇÃO DO ÁLCOOL PRIMÁRIO DO POLISSACARÍDEO A CARBOXILATO COM 
CATALISADOR SELETIVO TEMPO EM MEIO ALCALINO. 
FONTE: ADAPTADO DE ISOGAI, SAITO E FUKUZUMI (2011). 
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O processo de oxidação pode ser efetuado em meio básico ou ácido. 
Porém, em condições básicas os álcoois primários são oxidados 
preferencialmente, conforme observado nos trabalhos de de-Nooy et al. (1995a, 
1995b, 1996), Sierakowski et al. (2000) e Bragd, Besemer e Van Bekkum (2000) 
que realizaram a reação nesse meio obtiveram alto grau de oxidação. 
Watanabe et al. (2014) utilizaram o sistema 4-acetamida-
TEMPO/NaClO/NaClO2 em água, pH 4,7 e 35°C para obter uma variedade de 
Goma curdlana oxidada preferencialmente no C-6, variando o tempo de reação e 
a quantidade de reagentes. Os resultados mostraram que o aumento da 
quantidade de reagente e o longo tempo de reação causou uma despolimerização 
do polissacarídeo durante o processo de oxidação.  
De Souza et al. (2011) realizaram a oxidação com TEMPO da 
galactomanana de Caesalpinia ferrea para gerar derivados aniônicos e anfifílicos. 
As reações mostraram seletividade em relação às hidroxilas primárias 
confirmadas por RMN e observaram uma diminuição da massa molar dos 
produtos obtidos, indicando a presença de polímeros com diferentes estados de 
agregação e considerando, também, uma possível β-eliminação. 
Jó et al. (2009) realizaram a caracterização química e físico-química de XG 
nativas e oxidadas com TEMPO das sementes de copaífera e tamarindo para o 
desenvolvimento de nanoestruturas para aplicação como filmes finos para 
imobilização de biomoléculas e concluíram que a XG forma nanoesferas que 
serviram para o encapsulamento da camptotecina, um antineoplásico, a estrutura 
formada foi capaz de produzir um encapsulamento eficiente e de prolongar a 
liberação de fármaco. 
Cunha et al. (2007) estudaram a goma do cajueiro, um polissacarídeo 
exsudado da árvore Anacardium ocidentale, este foi oxidado com TEMPO, e 
observou-se que o teor de ácido urônico da goma nativa era de 7,2% e aumentou 
para 36% após a reação. O grau de oxidação calculado foi de 68% e análises de 
ressonância magnética nuclear (RMN) mostraram que a oxidação ocorreu 
preferencialmente nos carbonos primários das unidades de galactose. A diferença 
entre os valores de viscosidade da goma nativa e produto oxidado indicou que 
ocorreu degradação no polissacarídeo formado. 
33 
 
Freitas et al. (2004) investigaram o efeito de níveis de oxidação na 
estrutura, conformação e propriedades térmicas da XGJ e observaram uma 
redução na massa molar e que a introdução de unidades de ácido urônicos 
formados no processo oxidativo altera a conformação do polissacarídeo. 
Constataram que a cinética de degradação térmica é diretamente dependente do 
nível de oxidação, ou seja, com o aumento do nível de oxidação aumenta-se 
proporcionalmente a energia de ativação e a constante de velocidade no início do 
processo de degradação. 
A oxidação de polissacarídeos utilizando o catalisador TEMPO é 
geralmente realizada em meio alcalino. No entanto, existem relator na literatura 
sobre o uso de condições em meio ácido, o que afeta diretamente a seletividade e 
o grau de oxidação (WATANABE et al., 2014).  
Em condições alcalinas mais comuns (pH>9), diferentes autores já 
relataram a redução da massa molar nas reações com polissacarídeos mediadas 
com sistema TEMPO/NaOCl, mesmo em baixas temperaturas (0 a 4 °C) (CUNHA 
et al., 2007; DE FREITAS et al., 2004; SAKAKIBARA et al., 2016; DE SOUZA et 
al., 2011). Alguns autores relatam que aumentando a concentração do NaOCl no 
sistema ocorre um aumento da redução de massa molar do polissacarídeo 




1.3. ANÁLISES EM TEMPO REAL 
 
 
Nas últimas décadas foram desenvolvidos processos para monitoramento 
em tempo real de reações químicas, sendo aplicadas em estudos de 
polimerização, estimativas para aumento de escala de processos envolvendo 
polímeros, no controle de processo em larga escala, no monitoramento de 
agregados e/ou formação de sistemas micelares uni ou multifásicos (emulsões) e 
nas modificações poliméricas (MCFAUL, DRENSKI, REED, 2014; DRENSKI et 
al., 2013; ENOHNYAKET et al., 2007; ALB et al., 2006; GIZ et al., 2002; 
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CHAUVIN et al., 2002; GANTER, SABBI, REED, 2001; FLORENZANO, 
STRELITZKI, REED, 1998) 
 
 
1.3.1. MONITORAMENTO EM TEMPO REAL 
 
 
O monitoramento on-line contínuo e automático de reações de 
polimerização (ACOMP – Automatic Continuous Monitoring of Polymerization 
reactions) é realizado com fluxo contínuo de soluções diluídas de polímero a partir 
do reator através de diferentes detectores como: viscosímetro, espalhamento de 
luz multi ângulo, detector de índice de refração, detector UV/Vis. Com isso, são 
obtidos dados para caracterização polimérica como massa molar média em 
massa e viscosidade intrínseca, a cinética de conversão do monômero e, no caso 
de copolímeros, a composição é determinada de forma independente ao longo da 
reação. Reação com radicais livres, copolimerização e polimerização em solução 
em sistema heterogêneo, enxerto e reticulação, modificações químicas estão 
entre os sistemas que podem ser estudados em tempo real (MCFAUL, DRENSKI, 
REED, 2014; LI et al., 2010; GIZ et al., 2002; CHAUVIN et al., 2002; 
FLORENZANO, STRELITZKI, REED, 1998). 
Este tipo de aplicação pode reduzir custos nos processos industriais de 
solubilização de polímeros, devido ao conhecimento prévio da cinética de 
dissolução, além de monitorar processos de agregação e formação de micelas 
poliméricas, polimerização ou degradação polimérica em função do tempo 
(DRENSKI et al., 2013; FREITAS et al., 2011; FREITAS et al., 2010; DRENSKI et 
al., 2004). 
As reações de modificação química dos polissacarídeos podem dar origem 
a diferentes conformações poliméricas, as quais refletem em diferentes 
propriedades, que direcionam muitas de suas aplicações industriais. Este tipo de 
ferramenta é bastante útil, uma vez que pode ser utilizada para monitorar 
alterações em tempo real da intensidade de espalhamento de luz, viscosidade, 
entre outros detectores (FREITAS et al., 2011). 
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1.3.2. MISTURA CONTÍNUA AUTOMÁTICA 
 
 
Entre as técnicas de monitoramento em tempo real das propriedades 
macromoleculares tem-se a mistura contínua automática ou em inglês “Automatic 
Continuous Mixing” (ACM).  
Esta técnica foi desenvolvida em 2002 por Sorci e Reed para o estudo de 
processos em equilíbrio e quase-equilíbrio, na análise de sistemas 
multicomponentes (ALB et al., 2004). Experimentos de ACM fornecem várias 
informações em tempo real como, massa molar média-massa (Mw), segundo 
coeficiente virial (A2), raio de giro (Rg), viscosidade intrínseca []w, em aplicações 
de estudos de diluição polimérica, obtendo-se uma maior vantagem quando 
comparados aos processos tradicionais de Zimm, uma vez que um contínuo 
número de pontos pode ser obtido, reduzindo tempo de preparo das amostras, 
fornecendo completa informação sobre a amostra em análise (BAYLY, 
BROUSSEAU, REED 2002; SORCI, REED 2002; SORCI, REED, 2004; FREITAS 
et al., 2010; SAVI-JUNIOR et al., 2015).  
ACM também se apresenta como uma ferramenta para estudar as 
interações polímero-polímero, polímero-surfactante, polímero-polieletrólitos-sais, 
como avaliado por Savi-Júnior et al. (2015) que utilizou a técnica para verificar a 
transição conformacional de xantana em cadeias isoladas (hélices simples), em 
regime diluído e sua interação com cloreto de sódio.  
Sendo assim, as técnicas para monitoramento em tempo real são 
excelentes ferramentas que podem auxiliar na compreensão detalhada de 
processos químicos, sendo estes dados confirmados e comparados com 
experimentos clássicos. Assim, no presente projeto é proposta a aplicação das 
análises em tempo real para caracterização macromolecular e hidrodinâmica de 
XGT e XGJ em reações enzimática com endoglucanase e oxidação seletiva com 







2.1. OBJETIVO GERAL  
 
 
Avaliar em tempo real, com auxílio de multi detectores, as reações 
químicas de despolimerização com catálise enzimática pela ação da 
endoglucanase e de oxidação seletiva com catalisador TEMPO de xiloglucanas, e 
avaliar as mudanças de comportamento macromolecular e hidrodinâmico do 
polímero durante os processos estudados. 
 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 
- Monitorar em tempo real a hidrólise enzimática de xiloglucanas das 
sementes de tamarindo (XGT) e jatobá (XGJ) utilizando como catalisador 
diferentes concentrações de enzima endoglucanase tipo II (EGII); 
- Acompanhar em tempo real os parâmetros cinéticos e macromoleculares 
da hidrólise enzimática utilizando espalhamento de luz estático e viscosimetria 
(TDSLS-vis); 
- Avaliar as alterações macromoleculares e hidrodinâmicas das reações de 
hidrólise enzimática em tempo real através da coleta de frações do reator e 
analisá-las por cromatografia de exclusão por tamanho (SEC) acoplada a multi 
detectores; 
- Caracterizar os oligossacarídeos gerados durante a reação de hidrólise 
enzimática por cromatografia de troca aniônica de alta eficiência com detector de 
pulso amperométrico (HPAEC); 
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- Monitorar em tempo real a oxidação seletiva da XGT, utilizando o TEMPO 
como catalisador, em diferentes condições de pH, através de um sistema ACOMP 
acoplado a multi detectores; 
- Avaliar o efeito da concentração do TEMPO sobre os parâmetros 
cinéticos reacionais e sobre reações paralelas de despolimerização; 
- Avaliar as alterações macromoleculares e hidrodinâmicas durante a 
modificação química através do produto final da reação por análises de SEC e 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1. AMOSTRAS E REAGENTES 
 
 
Sementes de Tamaridus indica para obtenção da xiloglucana de tamarindo 
(XGT) foram obtidas de fonte comercial, Conceição de Almeida/Bahia, Brasil. 
Sementes de Hymenaea courbaril para obtenção da xiloglucana de jatobá (XGJ) 
foram colhidas das árvores que crescem na Foz da Reserva Florestal de 
Chopin/Paraná, Brasil. 
Toda a água utilizada neste trabalho foi purificada a partir de sistema de 
osmose reversa, modelo OS10LXE – Gehaka/BRA, associado ao sistema Milli-Q 
Plus Water Purification System – Millipore/USA.  
Para a reação de hidrólise da XGT e XGJ com a enzima celulase, utilizou-
se uma enzima endo-1,4-β-D-glucanase (EGII) de Trichoderma longibrachiatum, 
adquirida da Megazyme/IRL (Lote 80501/2012) e utilizada sem nenhuma 
purificação.  
Para a fase móvel utilizada nas análises de HPAEC foram preparadas 
solução aquosa com NaOH peletizado (Sigma Aldrich/USA) e sal anidro de 
acetato de sódio (NaOAc) (Sigma Aldrich/USA). 
Para a reação de oxidação foi utilizado o catalisador TEMPO (Sigma 
Aldrich/USA) e solução de hipoclorito de sódio 10% (m/v) (NaClO) (Sigma 
Aldrich/USA) e sal de brometo de sódio (NaBr) (Merck/DEU). Para interromper a 
reação de oxidação foi preparada uma solução etanólica de boroidreto de sódio 
(NaBH4) com etanol 99% (Sigma Aldrich/USA). 
O ajuste inicial do pH foi realizado com uma solução de HCl 0,01 mol.L-1 
(Sigma Aldrich/USA), a titulação foi utilizado uma solução de NaOH a 0,05 mol.L-1 
preparada a partir de pellets de NaOH (Sigma Aldrich/USA). A concentração foi 
normalizada utilizando biftalato de potássio grau reagente como padrão primário e 
solução de fenolftaleína como indicador. 
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Para a purificação dos produtos oxidados, a fim de remover os reagentes e 
subprodutos de baixa massa molar, foram utilizadas membranas de celulose para 
diálise (D9402) da Sigma Aldrich/USA. 
Para a fase móvel utilizada nas análises de SEC foram preparadas solução 
aquosa de nitrato de sódio (NaNO3) e azida sódica (NaN3), ambas da Sigma 
Aldrich/USA. 
Todas as membranas de filtração de acetato de celulose com poros de 3,0, 
0,8, 0,45 e 0,22 μm utilizadas neste trabalho foram adquiridas da Millipore/DEU. 
Os demais reagentes utilizados foram de grau analítico e utilizados sem 
nenhum processo de purificação. 
 
 
3.2. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DA XILOGLUCANA 
 
 
As sementes de tamarindo e de jatobá foram moídas, despigmentadas e 
deslipidificadas sobre refluxo com éter etílico em sistema Soxhlet. O isolamento 
da XG foi realizado através de extração aquosa exaustiva em blender, seguido de 
filtração em pano de nylon, centrifugação a 10.000 x g, 40 °C por 30 min e 
filtração por membrana de acetato de celulose com tamanho de poros de 3,0, 0,8, 
0,45 e 0,22 μm, seguido de precipitação com concentrações crescentes de etanol 
de 70% a 100%, para posterior secagem a vácuo a 40°C. Os polissacarídeos 
obtidos das sementes de T. indica foram denominados de XGT e os 








3.3. MODIFICAÇAO QUÍMICA DE XILOGLUCANA 
 
 
3.3.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE 
 
 
As soluções de XG foram preparadas em água purificada, a 0,5 mg.mL-1, 
sob agitação magnética por 24 h. Após solubilização, as amostras foram filtradas 
sequencialmente por membranas de acetato de celulose de 0,8, 0,45 e 0,22 µm 
para remoção de compostos insolúveis. Para estudar a cinética de 
despolimerização as amostras foram incubadas em um reator a 40ºC, pH 6,5 e 
foram tratadas com diferentes concentrações de enzima EGII: 0,006, 0,009 e 
0,012 U.mL-1.  
Os experimentos em tempo real foram acompanhados conforme descrito 
no item 3.4.1. 
 
 
3.3.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO 
 
 
As soluções de XGT foram preparadas em água purificada, a 1,0 mg.mL-1, 
sob agitação magnética por 24 h em temperatura ambiente. Após solubilização, 
foram filtradas em membrana de acetato de celulose (0,45 µm). O reator contendo 
a solução de polímero foi resfriado a 10 °C, com auxílio de um banho de gelo e 
purgada com N2 gasoso.  
A reação de oxidação seletiva com o catalisador TEMPO foi realizada 
conforme descrito por de-Nooy et al. (1995a, 1995b, 1996) e Sierakowski et al. 
(2000, 2002).  
Diferentes condições reacionais foram estudadas. Foram avaliados a 
oxidação da XGT em pH 9, 7 e 5. E para verificar a influência do catalisador na 
reação foram realizadas reações em pH 9, na ausência do catalisador TEMPO e 
reações com diferentes concentrações do catalizador, conforme descrito abaixo.  
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Os reagentes foram preparados adicionando 8,61 mg.mL-1 de NaClO 10%, 
0,077 mg.mL-1 de NaBr e TEMPO nas diferentes concentrações de catalisador de 
1x, 2x, 4x e 10x, sendo 0,015, 0,030, 0,060, 0,150 mol.L-1, respectivamente. Os 
reagentes e o catalisador foram misturados e filtrados após total solubilização 
com membrana de acetado de celulose de 0,45 µm e adicionado diretamente ao 
reator. 
Após adição dos reagentes, o pH no reator foi ajustado nas diferentes 
condições estudadas (pH 9, 7 e 5) utilizando uma solução 1,0 mol.L-1de HCl. O pH 
do meio reacional foi mantido constante durante a reação de oxidação por meio 
de titulação utilizando uma solução aquosa 0,05 mol.L-1de NaOH normalizada. 
Ao final da reação foi adicionado ao reator o mesmo volume de uma 
solução alcóolica com NaBH4 a 1,49 mg.mL
-1 e o pH da mistura foi ajustado para 
7.  
Os derivados formados da reação da XGT em pH 9 com TEMPO serão 
denominados de XGToxi pH9 e assim sucessivamente para as demais condições de 
pH avaliadas: XGToxi pH7 e XGToxi pH5. Para a reação sem o TEMPO a pH 9 de 
XGTsem TEMPO e nas diferentes concentrações do catalisador de XGT0,015mol/L TEMPO, 
XGT0,03mol/L TEMPO, XGT0,06mol/L TEMPO, XGT0,015mol/L TEMPO. 




3.4. MONITORAMENTO DAS REAÇÕES EM TEMPO REAL 
 
 
Os sistemas utilizados para monitoramento em tempo real das reações de 
modificação, tanto de hidrólise enzimática quanto a oxidação, consistiu na 
extração contínua a partir do reator do meio reacional, passando através dos 
detectores conectados em série conforme descrito nos itens 3.4.1 e 3.4.2, 
respectivamente.  
Os dados coletados foram utilizados para obtenção de parâmetros como 
massa molar média em massa (Mw), massa molar aparente (Mwapp), o segundo 
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coeficiente virial (A2), a raiz quadrada da média do raio de giro (Rg = <S
2>z
1/2), 
comprimento de persistência (Lp), viscosidade intrínseca ([]) e raio hidrodinâmico 
(Rh). Todas as informações foram obtidas em tempo real e calculadas a partir das 
equações descritas no item 4. 
 
 
3.4.1. MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA 
 
 
Os experimentos em tempo real da hidrólise enzimática foram realizados 
em um sistema com espalhamento de luz estático-viscosidade dependente do 
tempo (TDSLS-vis – Time Dependent Static Light Scattering-Viscometer), 
conforme esquema mostrado na Figura 6, onde foram determinados os 
parâmetros macromoleculares da hidrólise enzimática das diferentes fontes de 
XG com enzima EGII. 
O sistema foi constituído de um reator com controle de temperatura (40 
°C), e a partir do reator foi realizada uma extração contínua a 0,5 mL.min-1 
utilizando uma bomba de HPLC Waters®, modelo 505 HPLC Pump, conectada em 
série a três detectores: um viscosímetro capilar de 20 cm de comprimento com 
0,02” de diâmetro com um transdutor de pressão (Validyne DP15) acoplado ao 
voltímetro Elenco Precision XP-581, um módulo de espalhamento luz estático 
multi-ângulo (MALLS), com  632,8 nm (DSP-F, Wyatt Technology), um detector 
diferencial de índice de refração (IR – Waters 2410). Os dados foram obtidos 
utilizando o software ASTRA Wyatt, versão 4.70.07 e analisados no Kaleidagraph 
versão 4.1 (Reading, PA, USA). 
Alíquotas de 1 mL foram coletadas do reator durante as reações em 10 e 
140min, e a enzima EGII foi inativada a 100 °C por 10 min. As amostras foram 
submetidas, sem nenhum tratamento prévio, às análises por HPAEC e SEC, 
conforme descrito no item 3.5.1 e 3.5.2 respectivamente, para avaliação dos 





FIGURA 6: ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS TDSLS-vis PARA AS 
REAÇÕES DE HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DAS XGT E XGJ COM EGII.  
 
 




Um sistema de monitoramento ACOMP foi utilizado para acompanhar em 
tempo real a oxidação do polissacarídeo, um esquema do sistema é mostrado na 
Figura 7.  
Os parâmetros reacionais como temperatura e pH (Jenway 3540 pHmeter) 
foram controlados. As reações foram monitoradas por meio da extração contínua 
a partir do reator, com fluxo de 1,0 mL.min-1, utilizando-se uma bomba Shimadzu 
LC-10AD. A solução polimérica passou sequencialmente, por um conjunto de 
detectores em série composto por: sistema customizado de viscosímetro capilar 
de 20 cm de comprimento com 0,02” de diâmetro (Validyne), espalhamento de luz 
estático multi-ângulo com  660 nm (Brookhaven Instrumenst MwA), detector de 
índice de refração (RI 10A – Shimadzu), um NanoDLS (Brookhaven Instruments) 
ângulo de referência 90o em modo de fluxo com  660 nm e um polarímetro 
AUTOPOL V (Rudolph Research Analytical) com  436 nm e célula de 100 mm. 
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Foram monitoradas continuamente as mudanças de viscosidade, 
espalhamento de luz estático e dinâmico, dados de polarimetria do polímero 
formado, permitindo avaliar as mudanças macromoleculares (Mw, Rg, rotação 
ótica), hidrodinâmicas (r e Rh), bem como o grau de oxidação calculado através 
do volume adicionado de NaOH para manter o pH do meio reacional. Essas 
informações permitiram comparar as diferenças entre as reações nas diferentes 
condições estudadas e quantificar sua eficiência. Todos os dados foram obtidos 
utilizando o software Brookhaven Instruments Time Dependant Static Light 
Scattering TDSLSW32 versão 1.15 e analisados no Kaleidagraph versão 4.1 




FIGURA 7: ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS ACOMP PARA AS 
REAÇÕES DE OXIDAÇÃO DA XGT COM CATALISADOR TEMPO.  
 
 
A reação de oxidação foi interrompida adicionando uma solução alcoólica 
com NaBH4 e o pH ajustado para 7.0. O produto final foi purificado em membrana 
de diálise durante 48 h contra água purificada, para retirar excesso de reagentes 
e sais formados durante a reação, rota-evaporados, precipitados com etanol e 
secos a temperatura ambiente. O material oxidado obtido foi solubilizado com 
concentração de 1,0 mg.mL-1 e, posteriormente, caracterizadas por SEC conforme 
item 3.5.2 e ACM item 3.5.3. 
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3.5. CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS FORMADOS 
 
 
3.5.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIÔNICA 
 
 
A quantificação dos oligossacarídeos de XGT e XGJ produzidos na 
hidrólise foi analisada por cromatografia de troca aniônica (HPAEC) em um 
sistema ICS-5000 Thermo Scientific, usando coluna Carbopack PA-100, ED 
eletrodo de ouro e um detector de pulso amperométrico (PAD). As amostras 
foram preparadas em água purificada com concentração de 1,0 mg.mL-1 e 
filtradas em membrana de acetato de celulose com tamanho de poro de 0,22 µm. 
A fase móvel utilizada foi uma solução 88 mmol.L-1 de NaOH com gradiente de 
3,5 a 7,5% de solução 1,0 mol.L-1 de NaOAc, fluxo de 0,9 mL.min-1 a 30ºC. Todos 
os eluentes foram mantidos sob atmosfera de nitrogênio.  
Os dados foram analisados quanto a identificação dos oligossacarídeos e 
sua quantificação utilizando o software Chromeleon 7. Os oligossacarídeos, são 
hidratos de carbono que resultam da ligação glicosídica de entre dois a dez 
monossacarídeos, estes foram identificados conforme Buckeridge et al. (1997). 
 
 
3.5.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO POR TAMANHO 
 
 
Foram submetidas a análises de cromatografia de exclusão por tamanho 
(SEC) tanto os produtos obtidos da hidrólise da XGT e XGJ quanto da oxidação 
da XGT, utilizando a metodologia conforme descrito a seguir. 
A fase móvel utilizada nas análises de SEC foi uma solução aquosa 0,1 
mol.L-1 de NaNO3 com 0,02% (m/v) NaN3. As amostras dos produtos finais das 
reações foram solubilizadas na própria fase móvel, com concentração de 
polissacarídeos de 1,0 mg.mL-1 e filtradas sequencialmente em membrana de 
acetato de celulose com tamanho de poro de 0,45 e 0,22 µm.  
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Foram utilizados dois sistemas com diferentes configurações de detectores 
para as análises de SEC, que são detalhados abaixo, porém em ambos os 
sistemas foram utilizadas colunas de polimetacrilato da Shodex OHpak SB-806 
HQ (limite de exclusão da coluna de 20.000.000). O espalhamento de luz (SLS) e 
detector de índice de refração (RI) foram calibrados utilizando padrões de óxido 
de polietileno (PEO - 22.000 g.moL-1). A calibração foi confirmada utilizando-se 
um padrão de Dextrana (70.000 g.moL-1) monodisperso. 
O sistema utilizado para análise dos produtos obtidos na hidrólise 
enzimática consistiu em um equipamento Viscotek Dual Detector, acopladas ao 
refratômetro diferencial da Viscotek modelo VE3580, um detector de 
espalhamento de luz, modelo 270 Dual Detector (Viscotek), em fluxo contínuo 
com baixo ângulo a 7° (LALS – Low Angle Light Scattering) e ângulo de 90° 
(RALS – Right Angle Light Scattering) com  632,8 nm, fluxo de 0,4 mL.min-1. As 
variações do índice de refração em função da concentração polimérica (dn/dc) 
foram determinadas usando um refratômetro da Viscotek, modelo VE3580. Todos 
os dados foram obtidos utilizando o software OmniSEC 4.7. 
O sistema utilizado para os produtos das reações de oxidação foi um 
sistema acoplado a um detector de espalhamento de luz multi-ângulo com  660 
nm (Brookhaven Instruments MwA), viscosímetro capilar de 20 cm de 
comprimento com 0,02” de diâmetro (Validyne) e detector de índice de refração 
(RID 10A – Shimadzu). O sistema foi conectado a um sistema de bomba 
Shimadzu modelo LC-10AD, com fluxo de 0,8 mL.min-1. Todos os dados foram 









3.5.3. MISTURA CONTÍNUA AUTOMÁTICA 
 
 
Os produtos obtidos nas diferentes condições de pH das reações de 
oxidação da XGT foram realizados para verificar o efeito do polieletrólito formado 
utilizando a técnica de análises de mistura contínua automática (ACM) conforme 
descrito a seguir. 
Após purificação dos produtos oxidados conforme descrito em 3.4.2, foram 
preparadas soluções com concentração de 1,0 mg.mL-1. Uma fração da amostra 
foi solubilizada em água e a outra fração foi preparada com solução aquosa de 
NaNO3 0,1 mol.L
-1, as amostras foram filtradas em membrana de acetato de 
celulose com tamanho de poro de 0,45 µm. 
Um esquema do sistema utilizado no experimento de ACM é mostrado na 
Figura 8, que consiste num gradiente da amostra polimérica em água e a amostra 
polimérica em solução salina (NaNO3 0,1 mol.L
-1), com aumento da concentração 
salina de 0 a 100%. Tal estratégia permitiu que a concentração polimérica fosse 
mantida constante, avaliando-se apenas o efeito da concentração salina sobre o 
polímero, conforme mostrado na Figura 9.  
O gradiente foi realizado de forma automática utilizando um sistema de 
bomba Shimadzu modelo LC-10AD e câmara de mistura quaternária Shimadzu 
modelo FCV-10AL com fluxo de 1,0 mL.min-1, acoplados em série os detectores 
de espalhamento de luz estático multi-ângulo com  660 nm (Brookhaven 
Instrumenst MwA), sistema customizado de viscosímetro capilar de 20 cm de 
comprimento com 0,02” de diâmetro (Validyne), detector de índice de refração 
(RID 10A – Shimadzu) e um polarímetro AUTOPOL V (Rudolph Research 
Analytical) com  436 nm e célula de 100 mm. A partir destas análises foram 
obtidos os dados de Rg
** e Mw em função do aumento da concentração de sal, 
calculados a partir das equações descritas no item 4. 
Todos os dados foram obtidos utilizando o software Brookhaven 
Instruments Time Dependant Static Light Scattering TDSLSW32 versão 1.15 e 





FIGURA 8: ESQUEMA DO SISTEMA UTILIZADO NOS EXPERIMENTOS DE ACM DOS 





FIGURA 9: SINAL DO DETECTOR DE RI OBTIDO NOS EXPERIMENTOS DE ACM PARA 





4. RESULTADOS  
 
 
4.1. CARACTERIZAÇÃO DA XILOGLUCANA 
 
 
As amostras de XG foram caracterizadas por SEC com os detectores 
acoplados em série: Vis, SLS, RI, onde foi determinada a massa molar média em 
massa (Mw), raio de giro (Rg) e viscosidade intrínseca ([]). 
As amostras XGT e XGJ mostraram um perfil de eluição homogêneo e 
unimodal (FIGURA 10) e valores de dispersão (Đ = Mw/Mn) de 1,8 para XGT e 1,4 
para XGJ (TABELA 1). 
Os valores encontrados para Mw das amostras de XGT e XGJ nativas 
foram de 3,8x105 g.mol-1 e 7,1x105 g.mol-1, com valores de Rg* de 50 nm e 56 nm, 
respectivamente. A recuperação das amostras do sistema cromatográfico, 
calculado a partir do detector de RI foi de 85% para XGT e 82% para XGJ. 
 









XGT 3,8 50 1,8 85 
XGJ 7,1 56 1,4 82 
Mw - massa molar média em massa, Rg** - raio de giro obtido pela equação de Flory-Fox 
(EQUAÇÃO 3), Đ = Mw/Mn - disperção, REC – recuperação cromatogrática. 
 
 
Para determinar a concentração crítica (c*), que é a concentração de 
transição do regime diluído para o semi-diluído, foi utilizada a equação para uma 









3]                                      (1) 
 
sendo: Mw, massa molar média em massa e Rg, raio de giro obtidos por SEC, Na é 
o número de Avogadro. 
O valor da c* da xiloglucana ficou entre 1,2 – 1,6 mg.mL-1, assim os 
experimentos foram realizados com soluções diluídas de polissacarídeos, sendo 




4.2. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE 
 
 
Para as reações de hidrólise das XGs com EGII ocorreu uma cinética de 
primeira ordem, e estas mostraram uma dependência da concentração da enzima 
em termos da constante de velocidade reacional (k) (TABELA 2). Como 
esperado, em baixas concentração de enzima (0,006 e 0,009 U.mL-1) a constante 
de velocidade com que a reação se processa foi menor, quando comparada com 
a concentração de EGII de 0,012 U.mL-1. Adicionalmente, os valores de k obtidos 
para XGJ foram maiores que para XGT, sugerindo que diferenças estruturais, 
estrutura fina dos polissacarídeos, como a sequência ou tipo de oligossacarídeo 
presente, ou mesmo às diferenças de massa molar entre os polímeros, podem 
contribuir para as diferentes constantes de velocidade observadas para uma 











TABELA 2. RESULTADOS OBTIDOS POR TDSLS-vis DA CINÉTICA DE 




k (s-1)/ 10-3 R k (s-1)/ 10-3 R 
0,006 48,5±2,5 0,985 68,8±4,7 0,920 
0,009 51,2±2,3 0,989 97,6±7,5 0,929 
0,012 72,7±1,4 0,993 146,0±10,0 0,917 
k – constante de velocidade assumido cinética de primeira ordem R – desvio padrão 
 
 
Utilizando o detector de índice de refração (RI) do TDSLS-vis, que é 
diretamente proporcional à concentração da solução, observou-se que, durante a 
reação, o sinal do RI manteve-se constante, o que confirma que a concentração 
no reator não foi alterada durante a reação enzimática. O sinal do viscosímetro 
diminuiu após adição da enzima, praticamente retornando aos valores de linha de 
base do solvente, o que sugere que a cadeia sofreu degradação em pequenos 






FIGURA 10. PERFIL DE ELUIÇÃO DE SEC DAS AMOSTRAS DE XGT (A) E XGJ (B) NATIVA (t 
= 0 min) E PRODUTO FINAL HIDROLISADO (t = 140 min) COM EGII 0,009 U.mL
-1
 UTILIZANDO 








O sinal bruto dos detectores da reação em tempo real das amostras de 




FIGURA 11. HIDRÓLISE EM TEMPO REAL DA XGT (A) E XGJ (B) COM EGII 0,009 U.mL
-1
 
USANDO DETECTOR DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO A 90° (SLS), DETECTOR 
VISCOSIMÉTRICO (vis) E ÍNDICE DE REFRAÇÃO (RI). AS SETAS INDICAM O MOMENTO DA 





Os dados viscosimétricos foram utilizados para determinar parâmetros 
macromoleculares em solução, uma vez que agregados moleculares interferiram 
no sinal do SLS nos dados em tempo real (Figura 11A e 11B). O uso do 
viscosímetro permitiu o cálculo da viscosidade reduzida (𝜂𝑟𝑒𝑑) em tempo real, 





) / 𝐶𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎                         (2) 
 
sendo: Vamostra, Vsolvente e Vfluxo zero os sinais em voltagem do detector de 
viscosidade (detector diferencial de pressão) para a amostra, solvente e com fluxo 
zero, respectivamente. 
Em soluções diluídas, assumiu-se que a viscosidade intrínseca [η] é  ηred. 
Assim, através dos dados de [η], pode-se calcular o Rg, que fornece informações 
sobre as dimensões globais da cadeia, utilizando a equação de Flory-Fox (1953) 









                                                  (3) 
 
sendo: [] corresponde a viscosidade intrínseca, 𝜑0 é a constante de Flory-Fox 
(2,56.1023 mol-1), < 𝑆2 >0
3/2 
 Rg e M é a massa molar. 
O comprimento de persistência (Lp), que corresponde ao comprimento 
rígido mínimo da cadeia polimérica foi determinado pela equação de Benoit-Doty 
para o modelo worm-like de Kratky-Porod, conforme Equação 4. 
 
𝑅𝑔












) ∗  [1 − exp  ∗ (
−𝐿
𝐿𝑝
)]             (4) 
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O valor de Lp foi calculado, multiplicando-se o grau de polimerização que é 
a razão entre a massa ponderal média e a massa molar média em massa do 
monômero da XG (360 g.mol-1) por L, que corresponde ao comprimento do 
monômero, sendo 0,52 nm para a XG (FREITAS et al., 2005). 
Os perfis dos parâmetros macromoleculares como [], Rg, Lp e Mwapp 
obtidos durante hidrólise de XGT e XGJ são mostrados nas Figuras 12A e 12B. 
Foram coletadas alíquotas durante a reação para análise em SEC e os 
resultados são mostrados na Tabela 3 para as amostras de XGT e XGJ tratadas 
com EGII 0,009 U.mL-1. As concentrações de enzimas 0,006 e 0,012 U.mL-1 
apresentaram comportamento similar, os dados estão apresentados no ANEXO 1. 
Os dados apresentados na Tabela 3 e na Figura 12 mostram que após 10 
min de reação o valor de Mw para a XGT diminuiu para 3365 g.mol
-1 ao final de 
140 mim de reação. O mesmo comportamento foi observado para XGJ, a Mw 
diminuiu para 2393 g.mol-1 em 140 min. A [] diminuiu de 360 para 5 mL.g-1 e de 
410 para 2 mL.g-1, no mesmo intervalo de tempo para XGT e XGJ, 
respectivamente. Observa-se uma diminuição após 10 min de reação dos valores 
de Rg para ambas as amostras, de 50 para 2 nm para XGT e 56 para 1 nm para 
XGJ.  
Os resultados de SEC são mostrados na Figura 12 representados pelos 
triangulos vermelhos no gráfico. A partir destes dados foi possível calcular a 
fração de massa do polímero após 140 min de reação, sendo de apenas 0,32% e 
0,16% de polímero na cadeia para XGT e XGJ, respectivamente. Sendo assim, 
neste momento, as amostras de XG foram reduzidas a uma mistura de 
oligômeros de 1 a 3 unidades de oligossacarídeos da cadeia polimérica inicial, 






FIGURA 12. PARÂMETROS MACROMOLECULARES OBTIDOS EM TEMPO REAL DA 
HIDRÓLISE DE XGT (A) E XGJ (B) COM EGII 0,009 U.mL
-1
. OS TRIANGULOS VERMELHOS 









TABELA 3. RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT E XGJ NATIVA E ALÍQUOTAS 



















- 0 3,8x105 1,8 360 50 85 100,00 
0,009 
10 7534 1,7 20 3 80 0,71 
140 3365 1,6 5 2 77 0,32 
XGJ 
- 0 7,1x105 1,4 410 56 82 100,00 
0,009 
10 4562 1,4 11 1 80 0,31 
140 2393 1,3 2 1 84 0,16 
Mw - massa molar média em massa, Đ = Mw/Mn - disperção [] - viscosidade intrínseca, Rg** - raio 
de giro obtido pela equação de Flory-Fox (EQUAÇÃO 3), REC – recuperação cromatogrática. 
 
As alíquotas coletadas durante a reação foram analisadas por HPAEC, os 
resultados das proporções de oligossacarídeos das amostras XGT e XGJ da 
hidrólise com concentração de EGII 0,009 U.mL-1 são mostrados na Tabela 4. 
Para as concentrações de enzimas 0,006 e 0,012 U.mL-1 apresentaram 
comportamento similar (Mostrados no ANEXO 2 e ANEXO 3). 
Uma hidrólise total foi realizada a fim de comparar os monossacarídeos 
formados com as alíquotas retiradas durante a reação em tempo real. Para esta 
reação de 1440 min, foi utilizado concentração de enzima de 0,012 U.mL-1. Para 
as amostras de XGT (Figura 13A) e XGJ (Figura 13B) é possível observar que 
houve formação de monossacarídeos nas mesmas proporções, independente da 




FIGURA 13. PERFIL DE ELUIÇÃO DOS OLIGOSSACARÍDEOS DE XGT (A) E XGJ (B) 
HIDROLISADOS COM EGII 0,012 U.mL
-1 
DURANTE 24 h OBTIDOS POR HPAEC. 
 
Como apresentados na Tabela 4 e na Figura 13 são observadas diferentes 
composições de oligossacarídeos para as amostras de XG estudadas. Amostras 
de XGT são constituídas pela seguinte série de oligossacarídeos: XXG, XXXG, 
XLXG, XXLG e XLLG. Entretanto, a XGJ além da série citada, apresenta uma 
nova série de oligossacarídeos, composta por: XXXXG, XXXLG, XLXXG e 
XXLXG. Os oligossacarídeos foram identificados, conforme trabalho previamente 
realizado por Freitas et al. (2005), De Alcântara, Dietrich, Buckeridge (1999) e 
Buckeridge et al. (1997) que, utilizando a mesma coluna cromatográfica (coluna 
Carbopack PA-100), separaram e identificaram os oligossacarídeos constituintes 
de XGT e XGJ. 
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TABELA 4. RESULTADOS OBTIDOS POR HPAEC DOS OLIGOSSACARÍDEOS DE 
XGT E XGJ HIDROLISADOS (m/m%) COM EGII 0,009 U.mL-1. 
Tempo 
(min) 
XXG XXXG XLXG XXLG 
XLLG+ 
XXXXG* 
XXXLG XLXXG XXLXG 
XGT 
10 4,9 45,1 5,5 35,6 8,9 - - - 
30 3,2 42,2 5,1 38,2 11,2 - - - 
60 3,1 41,5 5,7 38,2 11,6 - - - 
90 3,3 42,2 5,1 38,2 11,2 - - - 
120 3,2 41,9 5,6 37,6 11,8 - - - 
140 3,1 40,2 5,8 38,9 11,9 - - - 
1440 1,7 14,4 8,9 23,1 51,8 - - - 
XGJ 
10 0,3 3,8 - 31,8 1,9 42,8 17,4 1,9 
30 3,0 3,0 - 27,5 5,7 41,5 17,1 2,2 
60 2,7 2,7 - 25,5 1,4 49,8 16,1 1,9 
90 3,0 3,3 - 30,6 2,4 37,4 18,8 4,4 
120 3,1 3,3 - 30,7 2,2 37,4 18,7 4,6 
140 3,3 3,5 - 31,5 2,4 39,7 17,4 2,1 
1440 1,5 3,0 - 35,0 18,5 17,7 15,2 9,2 
*para XGJ a mistura de oligossacarídeos XLLG + XXXXG contém somente XLLG 
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4.3. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO 
 
A modificação química de polissacarídeos neutros via oxidação com 
catalisador TEMPO gera cargas negativas ao longo da cadeia polimérica, dando-
lhe um caráter de poliânion. A oxidação dos álcoois a ácido carboxílico, faz com 
que o pH do meio reacional diminua ao longo do tempo de reação de oxidação. 
Assim, para manter o pH do meio e a seletividade da reação de oxidação, o meio 
reacional foi titulado com uma solução aquosa 0,05 mol.L-1 de NaOH, gerando 
carboxilato de sódio.  
O gráfico de consumo da solução básica durante o processo de oxidação 
da XGT com o catalisador TEMPO é apresentado na Figura 14, onde a 
quantidade de NaOH consumida foi correlacionada a quantidade de álcool 
oxidado, principalmente os álcoois primários, ou seja, a conversão do 
polissacarídeo em poliânion. 
 
 
FIGURA 14. RESULTADO DO GRAU DE OXIDAÇÃO (MMOL COOH/g DE POLÍMERO) OBTIDO 
POR TITULAÇÃO EM FUNÇÃO DO TEMPO DE REAÇÃO DE XGT EM pH 9, pH 7, pH 5 E SEM 




Observa-se que foi consumido um maior número de mols de NaOH por 
grama de polissacarídeo durante a reação sem o catalisador TEMPO a pH9, 
comparando-se com as reações com TEMPO a pH 9, e um número de mols ainda 
menor de NaOH por grama de polissacarídeo foi consumido para as reações em 
pH 7 e pH 5.  
Nas diferentes condições de pH houve uma dependência em termos de 
constante de velocidade para as reações de oxidação da XGT estudadas, como 
mostrado na Tabela 5. Considerando-se uma cinética de primeira ordem para 
reação de oxidação as constantes de velocidade (k) foram de 1,62 x10-4s-1 para a 
reação com catalisador TEMPO a pH 9 e reduziram para 0,53 x 10-4s-1 a pH 7 e 
0,52 x 10-4s-1 a pH 5. Observou-se que, mesmo na ausência do catalisador 
TEMPO, a constante de velocidade da reação de oxidação foi de 0,58 x10-4 s-1.  
Como o total de carboidrato oxidado foi maior na reação sem o TEMPO, e 
mais adiante no texto será demonstrado que o polissacarídeo teve uma redução 
na massa molar de forma dependente em diferentes concentrações do catalisador 
TEMPO, é possível que as espécies reativas de oxigênio formadas no meio 
reacional causem despolimerização da cadeia com formação de carbonos 
redutores (C-1) livres (aldeído) que podem sofrer oxidação gerando ácido 
carboxílico. Assim, não se pode descartar que a extensiva oxidação do 
polissacarídeo, de forma não seletiva, possa ter contribuído para processos de 
degradação da cadeia polimérica.  
 
TABELA 5. RESULTADOS OBTIDOS NA TITULAÇÃO DAS REAÇÕES DE OXIDAÇÃO 




Grau de Oxidação 
(mmol.g-1) 
R 
XGToxi pH9 1,62 0,255 0,998 
XGToxi pH7 0,53 0,136 0,997 
XGToxi pH5 0,52 0,098 0,995 
XGTsem TEMPO 0,58 0,831 0,997 
k – constante de velocidade assumido cinética de primeira ordem, R – desvio padrão 
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Como pode ser observado na Tabela 5 e na Figura 14 o grau de oxidação 
também é dependente do pH do meio reacional, sendo maior para a reação em 
pH 9 na presença do TEMPO (0,255 mmol.g-1). As reações em pH 7 e pH 5 com 
TEMPO apresentaram grau de oxidação próximos, de 0,136 mmol.g-1 e 0,098 
mmol.g-1, respectivamente. A reação sem TEMPO apresentou grau de oxidação 
de 0,831 mmol.g-1. Este alto valor de oxidação é um indício de que a ausência do 
catalisador TEMPO provocou uma oxidação não seletiva, ou seja, oxidação não 
apenas no álcool primário em C-6, mas ao longo de toda a cadeia do 
polissacarídeo. 
Na Tabela 6 são apresentados os dados de viscosidade intrínseca 
calculada conforme Equação 2 e os valores de Rg** obtidos pela equação de 
Flory-Fox (EQUAÇÃO 3). Os resultados da amostra de XGT nativa é apresentado 
para fins comparativos com os resultados experimentais obtidos em tempo real 
das reações de oxidação nas diferentes condições de pHs (9, 7 e 5) e sem o 
catalisador TEMPO em pH 9. 
 
TABELA 6. RESULTADO OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE ACOMP DA XGT 


















XGT 0,140 4,8 120 517 39 194 +121 
XGToxi pH9 0,154 4,4 91 265 33 146 +83 
XGToxi pH7 0,153 4,3 95 300 35 118 +95 
XGToxi pH5 0,153 4,3 96 370 37 127 +101 
XGTsem TEMPO 0,153 1,6 46 165 10 35 +96 
dn/dc – incremento do índice de refração, Mw - massa molar média em massa, Rg* - raio de giro 
obtido pela equação de Zimm (EQUAÇÃO 5), [] - viscosidade intrínseca, Rg** - raio de giro 
obtido pela equação de Flory-Fox (EQUAÇÃO 3), Rh - raio hidrodinâmico, [∝] - rotação ótica 
[α] =  
α𝐷
C.l




O valor de dn/dc, que é o incremento do índice de refração da amostra em 
função da variação da concentração, não houve mudanças significativas durante 
o processo oxidativo, o dn/dc do material nativo é de 0,140 cm3.g-1 e para o 
material oxidado a pH 9 é de 0,154 cm3.g-1 e de 0,153 cm3.g-1 para os produtos 
oxidados a pH 7, pH 5 e na reação sem o catalisador TEMPO. 
Os resultados dos experimentos em tempo real foram calculados de acordo 
com a equação de Zimm (1948), para obter parâmetros macromoleculares como: 
Mw, segundo coeficiente virial (A2) e a média da raiz quadrada do raio de giro (Rg
* 
ou <S2>z
1/2), foi utilizado o detector de espalhamento de luz estático multi-ângulos, 










) + 2𝐴2𝑐                                  (5) 
 
em que: Rθ é a razão de Rayleigh (cm
-1) a um vetor de espalhando q, sendo q 
definido por q=(4πn/).sen(θ/2), θ é o ângulo de espalhamento, c é a 
concentração do polímero (g.cm-3) e K é uma constante ótica determinada de 
acordo com a fonte de luz incidente verticalmente polarizada de acordo com a 
Equação 6. 
 






                                              (6) 
 
sendo, 𝑛0 é o índice de refração do solvente, NA é o número de Avogadro,  o 
comprimento de onda do laser (638 nm). 
Na Figura 15 são apresentados os dados de massa molar média em 
massa (Mw) e o raio de giro (Rg*) em função do grau de oxidação da XGT obtidos 








FIGURA 15. RESULTADOS DE MASSA MOLAR MÉDIA EM MASSA (Mw) E RAIO DE GIRO (Rg
*
) 
CALCULADOS PELA EQUAÇÃO DE ZIMM DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), XGToxi 
pH7 (B), XGToxi pH5 (C) E XGTsem TEMPO (D) EM FUNÇÃO DO GRAU DE OXIDAÇÃO DO 






Observa-se na Figura 15A para a amostra XGToxi pH9 que houve uma 
redução no valor de Mw de 4,8.10
5 para 4,4.105 g.mol-1 e redução do Rg* de 120 
nm para 91 nm, respectivamente, do material nativo para o material oxidado. 
O valor de Mw reduziu para 4,3.10
5 g.mol-1 tanto na amostra XGToxi pH7 
(Figura 15B) quanto na XGToxi pH5 (Figura 15C). E apresentaram valores de Rg* 
de 95 nm para XGToxi pH7 (Figura 15B) e 96 nm para XGToxi pH5 (Figura 15C). A 
Figura 15D mostra os dados de XGTsem TEMPO e observa-se uma queda nos 
valores de Mw para 1,6.10
5 g.mol-1 e o valor de Rg* para 46 nm, indicando que 
além da oxidação, na ausência do catalisador ocorreu um processo de 
degradação da XGT, que será confirmado por análises de SEC dos produtos 
finais da reação. No item 4.3.2 será demonstrada a influência da concentração do 
catalisador TEMPO nas reações de oxidação e sua importância para prevenir a 
degradação polimérica observada nas diferentes condições de pH.  
A Figura 16 mostra os dados de viscosidade reduzida e raio de giro 
viscosimétrico (Rg**) em função do grau de oxidação da XGT. Observa-se na 
Figura 16A uma diminuição na viscosidade intrínseca de XGToxi pH9 (265 cm
3.g-1), 
se comparada com a XGT nativa (517 cm3.g-1), o que acarretou uma diminuição 
no Rg** de 39 para 33 nm. O mesmo comportamento ocorreu para as amostras 
XGToxi pH7 com redução da viscosidade intrínseca para 300 cm
3.g-1 e Rg** para 35 
nm (FIGURA 16B), 370 cm3.g-1 e 37 nm para XGToxi pH5 (FIGURA 16C). Para a 
reação sem o TEMPO mostrada na Figura 16D a redução na viscosidade para 6 
cm3.g-1 e uma diminuição no Rg** para 10 nm foram relacionadas com a 












FIGURA 16. RESULTADOS DE VISCOSIDADE REDUZIDA (ViscoRed) E RAIO DE GIRO (Rg
**
) 
CALCULADO POR FLORY-FOX DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), XGToxi pH7 (B), 
XGToxi pH5 (C) E XGTsem TEMPO (D) EM FUNÇÃO DO GRAU DE OXIDAÇÃO DO POLISSACARÍDEO 














Esta é a primeira vez que os detectores de DLS e polarímetro são 
acoplados em série ao sistema ACOMP, podendo assim obter informações sobre 
o raio hidrodinâmico (Rh), e rotação ótica ([∝]) com o auxílio do polarímetro. Os 
dados coletados em tempo real dos derivados oxidados nas diferentes condições 





FIGURA 17. RESULTADOS DO RAIO HIDRODINÂMICO (Rh) E ROTAÇÃO ÓTICA ([∝]) DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9 (A), XGToxi pH7 (B), XGToxi pH5 (C) E XGTsem TEMPO (D) EM 




Pode-se observar que os dados de Rh diminuíram em função da 
modificação química realizada, em todas as condições avaliadas, mas este não 
apresentou alterações significativas durante as reações de oxidação. O Rh foi de 
146 nm para XGToxi pH9 (FIGURA 17A), 118 nm para XGToxi pH7 (FIGURA 17B), 
127 nm para XGToxi pH5 (FIGURA 17C) e 35 nm para XGTsem TEMPO (FIGURA 17D), 
valores menores que os observados para a XGT nativa de 194 nm, estes valores 
podem ser considerados muito elevados, novamente sugerindo a poluição de 
agregados moleculares em solução. 
Os dados de rotação ótica observadas nos produtos oxidados sofreram 
uma queda quando comparados com o material nativo de +121° para +83° para 
XGToxi pH9 (FIGURA 17A), +95 XGToxi pH7 (FIGURA 17B), +101 nm para XGToxi pH5 
(FIGURA 17C) e XGTsem TEMPO para +96° (FIGURA 17D). 
 
 
4.3.1. CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS OXIDADOS  
 
 
Os produtos oxidados nas diferentes condições avaliadas foram 
purificados, conforme descrito no item 3.4.2 e submetidos à análise de ACM, 
conforme descrito no item 3.5.3, para avaliar o efeito de polieletrólito formado, e 
submetidos às análises de SEC, conforme item 3.5.2, para avaliar os efeitos da 
oxidação e degradação da cadeia polimérica. Os resultados obtidos são 
mostrados a seguir. 
Nas análises de ACM observou-se que, em todas as amostras, nas 
diferentes condições de pH houve uma pequena variação na intensidade de luz 
espalhada, provavelmente devido à presença de agregados formados devido a 
auto associação da xiloglucana em solução, causando poluição do sinal do SLS. 
Isso explica os erros na interpretação dos resultados, como pode ser observado 
na Figura 18 onde são apresentados os sinais dos detectores para a reação de 
oxidação a pH 9. Em contrapartida, o viscosímetro apresentou variações 
significativas e, portanto, foram utilizados para obtenção dos resultados 
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experimentais através da equação de Flory-Fox (EQUAÇÃO 3). Os dados são 
apresentados na Tabela 7. 
 
 
FIGURA 18. DADOS DE VISCOSIDADE (Visco) E SINAL BRUTO DO ESPALHAMENTO DE LUZ 
A 90° (SLS) DO PRODUTO OXIDADO XGToxi pH9 EM FUNÇÃO DO TEMPO DE REAÇÃO NOS 
EXPERIMENTOS DE ACM. 
 
 
Foram obtidos a relação entre as contribuições eletrostáticas e os 
parâmetros estéricos, como [], A2, Rg, dos produtos oxidados. Os valores de A2 
foram calculados pela Equação 7 (SORCI e REED, 2002).  
 
A2= 
16 π 𝑅3𝑁𝐴 
3𝑀2
                                                             (7) 
 
onde: R é equivalente ao raio hidrodinâmico do polímero, NA é número de 






TABELA 7. RESULTADOS OBTIDOS NOS EXPERIMENTOS DE ACM DA XGT NATIVA 















XGT 0,109 680 46 3,7 +108 8,8 
XGToxi pH 9 0,140 204 24 3,0 +70 6,0  
XGToxi pH 7 0,138 230 30 6,3 +74 11,1 
XGToxi pH 5 0,136 415 38 12,9 +76 17,9 
XGTsem TEMPO 0,112 6 <10 0,08 +12 1,7 
dn/dc – incremento do índice de refração, [] – viscosidade intrínseca, Rg** - raio de giro obtido 
pela equação de Flory-Fox (EQUAÇÃO 3), A2 – segundo coeficiente virial, , [∝] - rotação ótica 
[α] =  
α𝐷
C.l




Os valores de dn/dc dos produtos oxidados (TABELA 7) foram 
relativamente menores quando em solução salina do que quando comparados 
com os valores em meio reacional (TABELA 6), sendo de 0,109 cm3.g-1 para a 
XGT nativa, de 0,140 cm3.g-1 para XGToxi pH9, 0,138 cm
3.g-1 para XGToxi pH7, 0,136 
cm3.g-1 para XGToxi pH5 e 0,112 cm










Observa-se na Figura 19 que, para as reações em pH 7 e pH 5, houve 
uma expansão da cadeia polimérica tendo em vista a diminuição do 
espalhamento de luz, quando comparada com a XGT nativa. O mesmo 
comportamento observa-se para as condições de pH 9 e sem o catalisador 
TEMPO. Onde houve uma diminuição da intensidade da luz espalhada em função 
do aumento da concentração de sal, indicando que ocorre uma contração da 
cadeia polimérica, ou seja, uma redução do volume excluído em função do 
aumento de íons em solução, confirmando assim a formação do polieletrólito 
durante processo oxidativo. 
 
 
FIGURA 19. RESULTADOS DE Kc/R A 90° DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS 
XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO VERSUS CONCENTRAÇÃO DE SAL DOS 









A Figura 20 mostra os dados de viscosidade reduzida em função da adição 
de íons em solução. A viscosidade intrínseca da XGT nativa é de 680 cm3.g-1 e 
para XGToxi pH9 é de 204 cm
3.g-1 e para XGToxi pH7 é de 230 cm
3.g-1. Para a 
amostra XGToxi pH5 é de 415 cm
3.g-1 e para XGTsem TEMPO a viscosidade é de 6 
cm3.g-1, bastante próxima a viscosidade do solvente, sendo um indício da 
degradação do material. 
 
 
FIGURA 20. RESULTADOS DE VISCOSIDADE REDUZIDA DA XGT NATIVA E DOS 
PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO VERSUS 












Os valores de Rg
** obtidos pela equação de Flory-Fox (EQUAÇÃO 3) 
através dos dados de viscosimetria mostrados na Figura 21 sugerem que ocorreu 
algum processo de desagregação da cadeia polimérica se comparados ao XGT 
nativo (46 nm) devido a um menor valor de Rg
** de 24 nm para XGToxi pH9, 30 nm 
para XGToxi pH7 e 38 para XGToxi pH5, mas este não é influenciado pela presença 
de íons em solução. Para a amostra XGTsem TEMPO ocorreu uma fragmentação das 
cadeias poliméricas, tendo em vista um menor valor de Rg
** (<10 nm), mas este 
não altera a medida que a concentração de íons em solução aumenta.  
 
 
FIGURA 21. RESULTADOS DO RAIO DE GIRO (Rg
**
) CALCULADOS POR FLORY-FOX DA XGT 
NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO 











A Figura 22 mostra a afinidade do polímero pelo solvente medido pelo 
segundo coeficiente virial da molécula (A2). Observa-se que para a XGT nativa e 
XGTsem TEMPO os valores de A2 permaneceram constante mesmo com o aumento 
da concentração de íons em solução, sendo A2 de 3,7.10
-3 cm3.g.mol-2 para a XGT 
e para XGTsem TEMPO se aproxima de um solvente  com valor de A2 de 0,08.10
-3 
cm3.g.mol-2. Para as demais amostras o valor de A2 foi reduzido à medida que a 
concentração de íons em solução aumentava, chegando a 3,0.10-3 cm3.g.mol-2 
para XGToxi pH9, 6,3.10
-3 cm3.g.mol-2 para XGToxi pH7 e 12,9.10
-3 cm3.g.mol-2 para 
XGToxi pH5, indicando que ocorreu uma redução nas interações preferenciais do 
polímero com o solvente quando foi adicionado NaNO3 ao sistema.  
 
 
FIGURA 22. RESULTADOS DO SEGUNDO COEFICIENTE VIRIAL (A2) CALCULADOS POR 
FLORY-FOX DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E 







A rotação ótica apresentada na Figura 23 é praticamente constante para 
as amostras nas diferentes condições de pH, sendo de +70°para XGToxi pH9, 
XGToxi pH7 de +74° e XGToxi pH5 de +76° valor menor se comparado a XGT nativa 
de +108°, indicando que ocorreu uma inversão na configuração da cadeia 
polimérica após a reação de oxidação e esta não é influenciada pela presença de 
íons em solução. Quando comparada com a XGT nativa, a XGTsem TEMPO 
apresenta uma menor rotação ótica de +12°. 
 
 
FIGURA 23. RESULTADOS DE ROTAÇÃO ÓTICA DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS 
OXIDADOS XGToxi pH9, XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGTsem TEMPO VERSUS CONCENTRAÇÃO DE SAL 
NOS EXPERIMENTOS DE ACM. 
 
 
Foi possível determinar o comprimento de persistência (Lp) dos produtos 
formados, este parâmetro corresponde ao comprimento rígido mínimo da cadeia, 
podendo assim verificar a flexibilidade da cadeia polimérica. A Tabela 7 mostra os 
dados de Lp em solução salina de NaNO3 0,1 mol.L
-1 da XGT nativa de 8,8 nm, 
para a amostra XGToxi pH9 de 6,0 nm, XGToxi pH7 de 11,1 nm, XGToxi pH7 de 17,9 nm 
e para XGTsem TEMPO 1,7 nm. 
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As informações obtidas através das análises de SEC dos produtos 
oxidados são mostradas na Tabela 8, onde foram caracterizados o material nativo 
e os produtos finais da oxidação nas diferentes condições estudadas, conforme 
descrito no item 3.5.3. Estes foram analisados quanto à homogeneidade e a 
dispersão (Đ) através dos detectores de índice de refração e espalhamento de luz 
estático a 90°.  
Os dados apresentados de Mw e Rg** na Tabela 8 são diferentes dos 
apresentados na Tabela 6. Isso é devido a diferença de solvente utilizado, 
filtração e pH utilizados nas condições de análise, porém em ambos os casos se 
observa a mesma tendência dos resultados, apresentando com diminuição dos 
valores de Mw e Rg** durante a oxidação do polissacarídeo. 
 
TABELA 8. RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS 








XGT 5,2 39 1,8 95 
XGToxi pH 9 2,1 12 1,4 97 
XGToxi pH 7 1,9 20 2,0 93 
XGToxi pH 5 2,0 18 2,1 96 
XGTsem TEMPO 1,3 9 1,7 92 
Mw - massa molar média em massa, Rg** - raio de giro obtido pela equação de Flory-Fox 
(EQUAÇÃO 3), Đ = Mw/Mn - disperção, REC – recuperação cromatogrática. 
 
 
Observa-se que houve uma diminuição nos valores de Mw se comparado 
ao valor da XGT nativa de 5,2.105 g.mol-1 para 2,1.105 g.mol-1 na XGToxi pH9, 
1,9.105 g.mol-1 para XGToxi pH7, 2,0.10
5 g.mol-1 para XGToxi pH5 e 1,3.10
5 g.mol-1 
para XGTsem TEMPO. Também ocorreu uma diminuição no valor de Rg* da XGT 
nativa de 39 nm, para 12 nm na XGToxi pH9, 20 nm para XGToxi pH7, 18 nm para 
XGToxi pH5 e 9 nm para XGTsem TEMPO. O valor de Mw obtido para a XGT nativa por 
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SEC é relativamente maior se comparado ao valor de Mw em tempo real, a 
mesma diferença de valores ocorre para dados de Rg**, isso se deve ao fato da 
amostra ter sido filtrada antes da análise, o que pode ter ocasionado uma 
desagregação das moléculas causadas pelo cisalhamento durante o processo de 
filtração. 
A dispersão (Đ) que é razão entre Mw/Mn, é uma estimativa da dispersão da 
massa molar do polímero e foi obtida através do detector de espalhamento de luz 
estático a 90° e foi de 1,8 para a XGT nativa, para os produtos oxidados foi de 1,4 
para XGToxi pH9, XGToxi pH7 de 2,0, XGToxi pH5 de 2,1 e para XGTsem TEMPO de 1,7. 
A Figura 24 mostra o perfil de eluição no detector de espalhamento de luz 
estático a 90° e observa-se um perfil homogêneo e unimodal para as amostras 
avaliadas nas diferentes condições de pH (9, 7 e 5) e uma distribuição bimodal 
para XGTsem TEMPO.  
 
 
FIGURA 24. PERFIL DE ELUIÇÃO DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS OXIDADOS XGToxi pH9, 
XGToxi pH7, XGToxi pH5 E XGToxi pH9 em TEMPO UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE 






Os valores de recuperação indicam a percentagem de detecção do RI, que 
fornece um valor da concentração presente na amostra analisada, para a amostra 
de XGT nativa foi de 95%, 97% para XGToxi pH9, 93% para XGToxi pH7, 96% 
para XGToxi pH5 e 92% para XGTsem TEMPO. 
 
 




Para verificar a influência do catalisador TEMPO sobre a degradação do 
polímero durante a reação de oxidação, foram realizados experimentos com 
diferentes concentrações do catalisador. Os dados são apresentados na Figura 
25A e na Tabela 9 onde observa-se que com o aumento da concentração do 
catalisador de 0,015 mol.L-1 para  0,030, 0,060 e 0,150 mol.L-1 há um aumento da 
constante de velocidade, em contrapartida o grau de oxidação é praticamente o 
mesmo. A Figura 25B mostra uma ampliação das curvas de titulação com 
concentração do catalisador de 0,030, 0,060 e 0,150 mol.L-1.  
 
 
TABELA 9. RESULTADOS OBTIDOS NA TITULAÇÃO DAS REAÇÕES DE OXIDAÇÃO 




Grau de Oxidação 
(mmol.g-1) 
R 
XGTsem TEMPO 0,58 0,831 0,997 
XGT0,015mol/L TEMPO  1,62 0,255 0,998 
XGT0,03mol/L TEMPO 18,8 0,092 0,976 
XGT0,06mol/L TEMPO 34,2 0,097 0,998 
XGT0,15mol/L TEMPO 45,7 0,095 0,998 





FIGURA 25. RESULTADO DO GRAU DE OXIDAÇÃO (MMOL COOH/g DE POLÍMERO) OBTIDO 
POR TITULAÇÃO EM FUNÇÃO DO TEMPO DE REAÇÃO DE XGT A pH 9 COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE CATALISADOR TEMPO, XGTsem TEMPO, XGT0,015mol/L TEMPO, XGT0,03mol/L 
TEMPO, XGT0,06mol/L TEMPO, XGT0,015mol/L TEMPO (A) E AMPLIAÇÃO DAS CURVAS DE TITULAÇÃO 




Nas diferentes concentrações do catalisador TEMPO houve uma 
dependência em termos de constante de velocidade para as reações de oxidação 
da XGT, os dados são mostrados na Tabela 9. A constante de velocidade para a 
reação sem o TEMPO foi de 0,58.10-4 s-1, com 1x a concentração de TEMPO foi 
de 1,62.10-4 s-1, com o aumento da concentração do catalisador houve um 
aumento significativo da constante de velocidade para 18,8.10-4 s-1 para a reação 
com 2x a concentração do catalisador, de 34,2.10-4 s-1 e 45,7.10-4 s-1 para 4x e 
10x a concentração do catalisador, respectivamente.  
Como se observa nas Figuras 25 e na Tabela 9 o grau de oxidação é 
praticamente constante quando se aumenta a concentração do catalisador 
TEMPO em 2x, 4x e 10x sendo de 0,092, 0,097 e 0,095 mmol.g-1, 
respectivamente, quando comparada a reação sem TEMPO de 0,831 mmol.g-1 e 
para 1x a concentração do catalisador de 0,255 mmol.g-1. Isso é um indício de 
que o aumento da concentração do catalisador TEMPO no meio reacional diminui 
a oxidação não seletiva na cadeia do polissacarídeo, além de reduzir a 
degradação do polímero provocada pelas espécies reativas de oxigênio, conforme 
observado nos resultados de SEC (FIGURA 26). Foram realizadas análises de 
SEC dos produtos final das reações (TABELA 10) para verificar o grau de 
degradação polimérica. O perfil de eluição no detector de espalhamento de luz 
estático a 90° (FIGURA 26) mostra um perfil homogêneo e unimodal para as 
todas as amostras avaliadas quanto ao aumento da concentração de TEMPO. 
Foi observado que houve uma diminuição na degradação com o aumento 
da concentração do catalisador TEMPO. A massa molar da XGT nativa era de 
4,8.105 g.mol-1 e para a reação sem TEMPO a massa foi reduzida para 1,3.105 
g.mol-1, uma redução de 73%. Para a reação com concentração de 0,015mol.L-1 
do catalisador TEMPO a massa molar diminuiu para 3,1.105 g.mol-1, uma redução 
de 35%. Quando a concentração do catalisador TEMPO foi aumentada para 
0,030 mol.L-1 a massa molar reduziu para 3,6.105 g.mol-1 e para 4,1.105 g.mol-1 
quando a concentração do catalisador era de 0,060 mol.L-1, uma redução de 25% 
e 14% respectivamente. Com a concentração do catalisador TEMPO de 0,150 
mol.L-1, observou-se uma menor redução da massa molar de 4,4.105 g.mol-1, 





FIGURA 26. PERFIL DE ELUIÇÃO DOS PRODUTOS OXIDADOS COM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DO CATALISADOR TEMPO, XGToxi pH9 sem TEMPO, XGToxi pH9 0,015 mol.L
-1
 TEMPO, 
XGT XGToxi pH9 0,030 mol.L
-1
 TEMPO, XGT XGToxi pH9 0,060 mol.L
-1
 TEMPO E XGT XGToxi pH9 0,150 mol.L
-1
 TEMPO 
UTILIZANDO DETECTORES DE ESPALHAMENTO DE LUZ ESTÁTICO A 90° (SLS) OBTIDOS 
POR SEC. 
 
TABELA 10. RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT NATIVA E DOS PRODUTOS 









XGT 4,8 39 1,8 95 
XGTsem TEMPO 1,3 9 1,7 92 
XGT0,015mol/L TEMPO  3,1 12 1,4 97 
XGT0,03mol/L TEMPO 3,6 18 1,6 96 
XGT0,06mol/L TEMPO 4,1 26 1,5 94 
XGT0,15mol/L TEMPO 4,4 30 1,5 97 
Mw - massa molar média em massa, Rg* - raio de giro obtido pela equação de Zimm (EQUAÇÃO 5 




Também ocorreu uma diminuição no valor de Rg* da XGT nativa de 39 nm, 
para 12 nm na XGT0,015mol/L TEMPO, mas à medida que se aumentava a 
concentração do catalisador TEMPO o valor de Rg* foi aumentando para 18 nm 
para XGT0,03mol/L TEMPO, 26 nm para XGT0,06mol/L TEMPO e 30 nm para XGT0,15mol/L 
TEMPO. 
A Đ para a XGT nativa é de 1,8 e para XGT0,015mol/L TEMPO é de 1,4, para 
XGT0,03mol/L TEMPO e para XGT0,06mol/L TEMPO é de 1,6 e para XGT0,15mol/L TEMPO é de 
1,5. 
Os valores de recuperação para a amostra de XGT nativa foi de 95%, 97% 
para XGT0,015mol/L TEMPO, 96% para XGT0,03mol/L TEMPO, 94% para XGT0,06mol/L TEMPO e 




5. DISCUSSÃO  
 
 
5.1. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA COM ENDOGLUCANASE 
 
 
Embora o mecanismo de degradação enzimática da XG seja relativamente 
bem caracterizado, detalhes importantes da atuação da enzima sobre a cadeia do 
polímero permanecem pouco compreendidos. Uma análise detalhada no 
mecanismo de atuação da enzima sobre a XG em tempo real pode fornecer 
novos insights sobre a formação dos oligômeros durante a reação de hidrólise, 
bem como informações sobre o contexto em que ela ocorreu. Este conhecimento 
de análise em tempo real pode ajudar a explicar quais os oligossacarídeos que 
apresentam maior e menor susceptibilidade a hidrólise enzimática. 
Neste trabalho foi utilizada a enzima EGII, que é responsável por hidrolisar 
randomicamente a cadeia polimérica da XG, clivando ligações β-D-glucopiranose 
ligadas (14) da cadeia do polissacarídeo. Como produto da ação da EG sobre 
polissacarídeo há a liberação de oligossacarídeos com diversos graus de 
polimerização. Sua atividade catalítica pode ser acompanhada através da 
diminuição da viscosidade do meio, decorrente da diminuição de massa molar 
média do polissacarídeo. Essa atuação também depende do grau de substituição 
da cadeia principal da XG e da presença de galactose na cadeia lateral, que limita 
a interação da enzima com o seu sítio ativo, reduzindo assim a velocidade da 
degradação enzimática, devido à formação de oligômeros resistentes à ação da 
EGII (VINCKEN, BELDMAN, VORAGEN, 1997). Estudos já realizados da hidrólise 
com enzima EGII mostram que a estrutura de XG apresenta um padrão estrutural 
de oligossacarídeos semelhantes, composto basicamente pelos oligossacarídeos: 
XXXG, XLXG, XXLG e XLLG. As diferenças entre as proporções de 
oligossacarídeos de XGT e XGJ foram previamente identificadas por Freitas et al., 
(2005) e Tiné, Cortelazzo e Buckeridge (2000). 
Resultados semelhantes foram encontrados nas alíquotas retiradas durante 
a reação de hidrólise em tempo real por análises HPAEC, onde foi observada a 
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sequência de formação de oligossacáridos para as amostras de XGs hidrolisadas 
com EGII em função do tempo de hidrólise (TABELA 4).  
A hidrólise da XGT e XGJ com EGII em diferentes concentrações de 
enzima forma uma mistura de oligossacarídeos e agregados. A Tabela 4 mostra 
os resultados obtidos por HPAEC dos oligossacarídeos formados a partir da 
reação de XGT e XGJ com EGII 0,009 U.mL-1. Observou-se que a proporção de 
oligossacarídeos formados durante os primeiros minutos da reação mantiveram-
se constante até 140 min, em comparação com os valores dos oligossacarídeos 
formados na reação de hidrólise total de 24 h, sendo observado em ambas às 
amostras de XG. O padrão do perfil cromatográfico dos oligossacarídeos foi 
diferente para a hidrólise em 24 h para XGT (FIGURA 13A) e XGJ (FIGURA 
13B), se comparado ao tempo curto de hidrólise (140 min) onde há formação de 1 
a 3 unidades de oligossacarídeos que são mais resistentes à hidrólise enzimática, 
gerando um primeiro processo de degradação, com uma cinética de primeira 
ordem. Os oligossacarídeos com 2 ou 3 unidades são completamente degradados 
a oligossacarídeos (FIGURA 2), apenas após 24 horas de degradação. Pode-se 
observar que o aumento no tempo de hidrólise aumenta a eficiência da reação. 
A atividade enzimática da EG possui condições ótimas para atuação e 
encontra-se em sua maioria acima de 40 °C e valores de pH entre neutros e 
moderadamente ácidos (QIN et al., 2008; WOEHL et al., 2010). Em água pura a 
hidrólise enzimática da celulose ocorre espontaneamente, porém, de forma mais 
lenta (HEILER, MENDGEN, DEISING, 1993). Assim, é possível que a cinética de 
degradação observada para as XG em estudo, também possa ser influenciada 
pelo solvente utilizado e, possivelmente, de forma mais lenta, uma vez que os 
experimentos apresentados foram realizados em água. 
Trabalhos prévios demonstraram que a XGJ é 1 nm mais rígida que a XGT, 
o que pode contribuir adicionalmente para as diferenças de constante de 
velocidade (s-1) observadas (FREITAS et al., 2005). O teor de galactose, bem 
como a sua posição nos oligossacarideos também pode influenciar nas diferentes 
constantes de velocidade observadas. 
Utilizando o detector de índice de refração (RI) no TDSLS-vis, que é 
diretamente proporcional a concentração da solução, observou-se que durante a 
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reação o sinal do RI manteve-se constante, o que sugere que não houve variação 
da concentração de polissacarídeo no reator durante toda a reação enzimática, 
considerando-se que o dn/dc do produto de hidrolisado também pouco variou 
durante a cinética enzimática. O sinal do viscosímetro diminuiu após adição da 
enzima (FIGURA 11), praticamente retornando aos valores de linha de base do 
solvente, o que sugere que a cadeia foi degradada a oligômeros, como observado 
nas análises por SEC. 
Os resultados de HPAEC mostram que a série de oligossacarídeo com 
composição XLXG está presente apenas nas amostras de XGT. Na fração XLLG 
+ XXXXG, o XXXXG está ausente nas amostras de XGT, sendo esta encontrada 
somente nas amostras XGJ, e apenas estas apresentam formação de 
oligossacarídeos com cadeia principal de pentaglucose (BUCKERIDGE et al., 
1997). Observou-se que a razão das frações de oligossacarídeos formados é 
independente da concentração de enzima utilizada.  
A proporção de oligossacarídeos se manteve praticamente constante 
durante os 140 min de análise em tempo real, com predominância de formação de 
oligossacarídeos com xilose e glucose na cadeia. Os oligossacarídeos que 
apresentam substituição de galactose se formam mais lentamente, isto se deve 
ao impedimento estérico causado pela presença de galactose em posições 
vicinais a glucose não substituída, inibindo a atuação da enzima. Mas observa-se 
que houve uma alteração nas proporções desses oligossacarídeos nas alíquotas 
das reações em 24 h onde prevaleceu a formação do oligossacarídeo XLLG para 
sementes de tamarindo e XXLG para sementes de jatobá. 
O mais interessante apresentado neste trabalho é que se observou que a 
galactose localizada a duas unidades distantes da glucose não substituída 
(XLXG, XLLG e XXLXG), onde a enzima consegue atuar, foi mais significativa na 
inibição da formação de oligossacarídeos do que quando a galactose foi 
encontrada em posição vicinal a glucose não substituída, ou seja, XXLG ou 
XXXLG. A presença da galactose na cadeia lateral e a sua influência já fora 
descrita anteriormente por Freitas et al. (2005); Silva-Tiné, De Lima, Buckeridge, 
(2003) e Buckeridge et al. (1997) mas não em termos da sua posição. Assim, tem-
se que independente dos oligossacarídeos serem constituídos por tetra ou penta 
glucose na cadeia principal, a galactose é determinante na formação de 
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oligômeros resistentes à hidrólise enzimática, principalmente, a localizada a duas 
unidades de distância do ponto de hidrólise, ou seja, da extremidade redutora do 
polissacarídeo.  
De Alcântara, Dietrich e Buckeridge (1999) mostraram a atividade da 
enzima -galactosidase sobre XG de Copaifera langsdorffii e observaram a 
formação de galactose, glucose e xilose livres, mas nenhuma galactose livre foi 
observada durante a atuação da endoglucanase sobre a xiloglucana, formando 
apenas os oligossacarídeos. Os autores sugeriram que a presença e posição da 
galactose na estrutura do polissacarídeo modula a ação da enzima 
endoglucanase. Crombie et al. (1998) estudaram a atuação de quatro hidrolases: 
-galactosidase, endo(14)--glucanase (ou XET), α-xilosidade e β-glucosidase 
sobre XG de Tropaeolum majus e observaram que a presença da galactose na 
extremidade não redutora dos oligossacarídeos inibe a atuação da β-glucosidase 
na formação dos oligossacarídeos GLXG e GLLG, mas não em GXLG e GXXG. 
Assim sendo, a presença da galactose distante duas posições da extremidade 
redutora seria responsável por um impedimento estérico e portanto, essencial 
para mobilização da enzima endoglucanose sobre XG. 
Na Figura 11, o sinal do SLS apresentou o mesmo fenômeno após a 
adição de EGII para ambas as amostras e em diferentes concentrações de 
enzima. Onde se observou uma diminuição na massa molar aparente (Mwapp) do 
polímero. Como o espalhamento de luz é diretamente proporcional a Mwapp do 
polímero, isso sugere a degradação do polímero em cadeias menores. Estes 
pequenos fragmentos não espalham a luz e, por conseguinte, o sinal diminui. Na 
Figura 12 está representado que, imediatamente após a adição da enzima, os 
valores de Lp, Rg e Mw diminuíram em ambas as amostras, indicando a efetividade 
da atuação da EGII sobre a XG. 
A diferença entre os valores de massa residual para ambas as amostras 
obtidas em tempo real e através dos resultados das análises de SEC das 
alíquotas sugere a formação de agregados durante a hidrólise e que podem ter 
contaminado os experimentos de TDSLS-vis. Estes agregados foram 
provavelmente desfeitos ou retidos nas análises das alíquotas durante a filtração 
com membrana de 0,22 µm realizada antes das análises por SEC. Mkedder et al. 
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(2013) confirmaram por análises de AFM e DLS que os oligossacarídeos de XG 
produzidos por ação de EGII se associam e formam agregados. 
Assim, a utilização dos dados viscosimétricos nos experimentos de TDSLS-
vis mostrou-se mais interessante para avaliação dos parâmetros cinéticos e 
macromoleculares que o espalhamento de luz estático, uma vez que o detector 
viscosimétrico é menos sensível a presença de agregados moleculares que o 
espalhamento de luz.  
 
 
5.2. OXIDAÇÃO COM CATALISADOR TEMPO 
 
 
Nas diferentes condições de pH estudadas para a reação de oxidação da 
XGT com TEMPO, observou-se que a constante de velocidade de reação é 
menor para os pH 7 e pH 5, quando comparada ao pH 9, isso se deve a menor 
eficiência de oxidação do polissacarídeo, devido principalmente na formação de 
alcóxidos em meio alcalino. O grau de oxidação total do polissacarídeo 
apresentou a mesma tendência da constante de velocidade (k), onde em pH 9 foi 
observada uma maior formação de carboxilato se comparado aos pH 7 e pH 5 
(FIGURA 14). 
Para a reação sem o catalisador TEMPO a pH 9, contendo apenas a XGT 
dispersa em uma solução de NaClO/NaBr foi observada uma constante de 
velocidade maior que em pH 7 e pH 5, mas inferior ao pH 9 na presença do 
catalisador TEMPO (TABELA 5). Em contrapartida, apresentou maior conversão 
do álcool a carboxilato, indicando que mesmo na ausência do catalisador TEMPO, 
o polissacarídeo é oxidado de forma não seletiva pelas espécies reativas de 
oxigênio (NaClO/NaBrO) presente no meio reacional.  
Não foram reportados na literatura reação de oxidação sem o TEMPO, 
porém estudos variando a quantidade de NaClO no sistema TEMPO/NaClO/NaBr 
foram avaliados e demostraram que aumentando a quantidade de hipoclorito no 
meio reacional o grau de oxidação é proporcionalmente maior (XU et al., 2014; 
MILANOVIC et al., 2012). 
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Durante a reação de oxidação foi observado que ocorreu degradação do 
polissacarídeo com redução da massa molar em todas as reações estudadas, de 
forma mais acentuada para a reação sem o catalisador TEMPO. A degradação 
polimérica está descrita em literatura para as reações de oxidação mediadas com 
TEMPO, utilizando-se brometo de sódio e hipoclorito de sódio como um 
catalisador adicional e TEMPO como oxidante primário (WATANABE et al., 2014; 
MILANOVIC et al., 2012; ISOGAI, SAITO, FUKUZUMI, 2011; de SOUZA et al., 
2011; LAVAZZA et al., 2011; SAITO et al., 2010; DELATTRE et al., 2009; HIROTA 
et al., 2009).  
A redução de massa molar do polissacarídeo pode ter ocorrido através de 
dois processos: devido a β-eliminação, que é uma forma de despolimerização que 
ocorre em condições alcalinas moderadas e devido às espécies reativas de 
oxigênio (NaClO/NaBrO). 
A presença de um ácido ou éster no C-6 do polissacarídeo contribui para a 
acidificação do hidrogênio do C-5. Este hidrogênio é desprotonado por uma base 
resultando na formação de uma dupla ligação entre C4-C5 (FIGURA 27), com 
eliminação do ligante do carbono β (C-4 do carboidrato), gerando um açúcar 
redutor e um derivado de carboidrato insaturado (ANET, 1964) 
 
FIGURA 27. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO MECANISMO DE β-ELIMINAÇÃO DE 
POLISSACARÍDEO. 
FONTE: ADAPTADO DE ABBOTT, GILBERT E BORASTON (2010). 
 
 
A redução de massa molar do polissacarídeo também pode estar 
associada a espécies reativas de oxigênio (NaClO/NaBrO) que podem causar 
despolimerização oxidativa de polissacarídeos mesmo na presença do catalisador 
TEMPO. É possível que estas espécies reativas formadas no meio reacional 
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causem despolimerização da cadeia com formação de carbonos redutores (C-1) 
livres (aldeídos) que podem sofrer oxidação gerando ácido carboxílico (DUAN & 
KASPER, 2011). Assim, não se pode descartar que a extensiva oxidação do 
polissacarídeo, de forma não seletiva, possa ter contribuído para processos de 
degradação da cadeia polimérica, como observado na reação sem a presença do 
TEMPO. 
Em nossos experimentos, descritos neste trabalho foi demonstrado que o 
TEMPO compete com o polissacarídeo durante a reação de oxidação pelo agente 
oxidante (NaClO/NaBr). Assim, o catalisador TEMPO não apresenta apenas 
funções catalíticas, mas também protege o polissacarídeo de degradações 
induzidas por espécies reativas de oxigênio. É a primeira vez em literatura em que 
é atribuída ao TEMPO uma função diferente das funções clássicas de catalisador 
da reação de oxidação. Tal observação só pode ser determinada a partir da 
avaliação em tempo real, nos experimentos com e na ausência do catalisador 
TEMPO.  
Assim, a adição mesmo que em baixas concentrações de TEMPO inibe a 
despolimerização do polissacarídeo durante o processo oxidativo. Então, além de 
mediar à oxidação seletiva de álcool primário a carboxilato, o catalisador primário 
da reação teria uma função de proteger o polissacarídeo de uma degradação por 
espécies reativas de oxigênio não controladas que geram produtos de menor 
massa molar. Essa hipótese, que será discutida mais adiante, foi confirmada nos 
experimentos onde aumentando-se a concentração do catalisador TEMPO o grau 
de degradação foi significativamente reduzido. 
Para todas as condições de pH avaliadas observou-se que durante o 
monitoramento em tempo real das reações a Mw foi diminuindo gradativamente, 
indicando que simultaneamente ao processo oxidativo o polímero estava sofrendo 
degradação (FIGURA 15). Os dados viscosimétricos apresentaram a mesma 
tendência, ocorreu uma redução da viscosidade do material em função do grau de 
oxidação, porém de forma mais acentuada. Isso se deve a não interferência dos 
agregados moleculares formados no detector viscosimétrico (FIGURA 16). 
Quando se compara o Rg* obtido por SLS e Rg** obtido por viscosimetria, pode-se 
observar que, para uma mesma amostra, os resultados são diferentes 
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dependendo do método de análise, confirmando assim a presença de agregados 
que poluíram os dados de SLS (TABELA 6). 
Assume-se que há a formação de agregados em solução, e apesar da 
limitação do SLS, os demais detectores acoplados em série ao sistema, como o 
viscosímetro, polarímetro e DLS, forneceram dados complementares indicando e 
corroborando nas mudanças conformacionais observadas. 
O detector de DLS foi acoplado ao sistema, este detector é usualmente 
utilizado para análise de polissacarídeos, mas esta é a primeira vez que o mesmo 
foi conectado ao sistema ACOMP. E os dados obtidos mostram que ocorre uma 
queda nos valores de Rh durante a reação, indicando que o volume hidrodinâmico 
é alterado assim que inicia o processo oxidativo 
O processo de mutarrotação se refere à mudança da rotação ótica do 
carboidrato, que difere um do outro somente na configuração do carbono 
anomérico (C-1). Observou-se que ocorreu alteração de forma gradativa da 
rotação ótica durante as reações de oxidação para todas as condições de pH 
estudadas, devido a conversão do álcool primário do C-6 a ácido carboxílico e 
também devido ao processo de degradação que gera novos carboidratos na 
forma livre (oligômeros), e estes apresentam rotações diferentes e são menores 
que as do polissacarídeo nativo (FIGURA 17).  
Durante o monitoramento em tempo real das reações de oxidação, foram 
observadas mudanças conformacionais na estrutura do polissacarídeo e estes 
dados foram confirmados através da caracterização do produto final por ACM e 
SEC, indicando que ocorreu a formação do polieletrólito.  
A análise dos produtos oxidados obtidos mostrou que houve uma 
interferência devido à presença de agregados no SLS, este detector não 
respondeu como esperado. Esperava-se que o sinal de SLS fosse concordante 
com os obtidos por Savi et al. (2015), que observaram para a xantana um 
aumento da intensidade de luz espalhada e diminuição da viscosidade do 
polímero com aumento da concentração de sal, devido a redução do volume 
excluído. Sorci e Reed (2002) observaram o mesmo comportamento para o ácido 
hialurônico. Porém, a XG apresentou o mesmo comportamento observado por 
Freitas et al. (2010) para a quitosana, onde houve um baixo padrão de 
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espalhamento de luz e uma queda na viscosidade do material. Devido a esta 
limitação do SLS, foram utilizados os dados de viscosimetria para a obtenção dos 
parâmetros macromoleculares da modificação química.  
O produto final oxidado (polieletrólito) foi avaliado quanto à influência de 
adição de íons. Sorci e Reed (2002) observaram uma queda na viscosidade e um 
aumento no SLS quando da adição de sal, os dados de Kc/R em função da 
concentração de sal fizeram com que o espalhamento de luz do material 
analisado se alterasse. A partir destes dados foram obtidos A2 em função 
concentração de sal. Eles compararam a dependência do A2 com os 
componentes eletrostáticos e hidrodinâmicos na cadeia polimérica e verificaram a 
contribuição de cada um desses componentes para o sistema. Para o sistema 
utilizado neste trabalho foi observado um comportamento oposto ao reportado, 
utilizando dados de Kc/R em função da concentração de sal, onde estes dois 
componentes, tanto o componente eletrostático como componente hidrodinâmico 
atuam em sentidos opostos, com aproximadamente a mesma intensidade. 
Teoricamente, o aumento da concentração de íons em solução deveria reduzir o 
volume excluído da molécula com contração da cadeia polimérica, devido a 
interações eletrostáticas e reduzir a qualidade termodinâmica do solvente, 
causando uma contração da cadeia. 
Uma explicação mais plausível para a situação observada é simplesmente 
que os agregados moleculares formados em solução, poluíram tanto o 
espalhamento de luz, que não geraram variações significantes no detector. O 
mecanismo proposto pode se dar devido a contração da molécula, causado pela 
presença de sal, com redução de volume excluído, que aumentam a intensidade 
de luz espalhada, ao mesmo tempo em que agregados moleculares eram 
desfeitos na presença de sal, com redução de luz espalhada, e como resultado 
final observou-se uma pequena variação do espalhamento de luz (FIGURA 19). 
Para o detector viscosimétrico (FIGURA 20) este efeito da diminuição do 
volume excluído e efeito da contração da cadeia causada pela redução do valor 
do A2 são causados pelo aumento da concentração de sal. Para o detector SLS, 
observou-se o contrário, onde ocorre um aumento do A2 e geraram dados opostos 
quando o A2 foi determinado a partir de dados viscosimétricos. A explicação para 
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tal evento pode estar associada novamente a influência dos agregados 
moleculares nos experimentos de espalhamento de luz, em comparação com os 
experimentos com viscosímetro. 
Novamente, o detector viscosimétrico é menos susceptível a presença de 
agregados moleculares, e isso pode também justificar as diferenças de Rg
**
 
viscosimétrico (FIGURA 21) e Rg
* obtido por SLS, confirmando novamente que o 
detector viscosimétrico é o melhor detector para análises em tempo real de 
polissacarídeos. 
Quando o produto final é avaliado por viscosimetria, para avaliação do 
efeito do polieletrólito ocorre que, com o aumento da concentração de sal, há uma 
diminuição do valor de A2, indicando que o polímero em água se encontra em um 
bom solvente, em tal situação, a cadeia encontra-se expandida em função do 
aumento do volume excluído. Com aumento da concentração de sal, o valor de A2 
reduz, aproximando-se de um solvente θ, com redução de volume excluído, 
resultado esperado para dados de A2 de um polieletrólito em função da 
concentração de sal no meio (FIGURA 22).  
Pela primeira vez foi acoplado um polarímetro no sistema ACM (FIGURA 
23). Este detector não é sensível à presença de agregados e/ou presença de íons 
em solução e pode informar mudanças conformacionais da cadeia polimérica. A 
quiralidade do polissacarídeo não se alterada sem que tenha ocorrido quebra de 
ligações glicosídicas, ou seja, a configuração polimérica não pode ter sido 
alterada e, as alterações observadas na rotação ótica sugerem modificação na 
cadeia ou, uma nova configuração do novo C-1 livre que é formado após a 
despolimerização do carboidrato. 
Assim, uma possibilidade é que, durante a reação em tempo real a rotação 
ótica foi alterada se comparado com o polissacarídeo nativo, mantendo o mesmo 
tipo de ligação química, mas alterando o carboidrato, com alteração da rotação 
ótica. Assim, a presença de ácido glucurônico ou ácido galacturônico, ao invés de 
apenas glucose e galactose devem alterar a rotação ótica observada. Isbell e 
Frush (1943) observaram para a β-D-galactose e β-D-galacturônico uma queda de 
36% na rotação ótica durante oxidação para a mesma configuração (β) dos 
derivados neutros e oxidados. Uma segunda possibilidade da alteração da 
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rotação ótica foi à geração de carboidratos livres em solução, que apresentam em 
equilíbrio, valores menores aos apresentados quando no polissacarídeo. 
Os dados de Lp mostram que a rigidez da molécula foi alterada em função 
do grau de oxidação, indicando que o processo de oxidação gerou moléculas com 
menor segmento de cadeia, sendo assim mais rígida. A amostra XGTsem TEMPO 
apresentou um valor extremamente baixo de Lp indicando que esta molécula 
apresenta segmentos de cadeia muito pequenos, o que pode ser mais um indício 
da degradação do polímero (TABELA 7). 
Os dados de SEC mostram, que para as amostras oxidadas houve uma 
diminuição da massa molar do polímero, o que confirma a degradação do material 
em todas as condições de pH estudadas. Porém, para o produto oxidado na 
condição de pH 5, a degradação foi maior do que em pH 9 e pH 7. Nesta 
condição de pH ácido ocorre reações de forma não seletiva de grupos de álcoois 
secundário pelas espécies reativas, NaClO e NaBrO (FIGURA 24A). Quando a 
reação ocorre em condições alcalinas, pH 9,2 – 9,5, e temperaturas baixas, a 
seletividade da reação é maior que 95% (DE-NOOY et al., 1995a, 1995b).  
Para a reação sem a presença do catalisador TEMPO, observa-se uma 
distribuição bimodal (FIGURA 24A), onde a primeira fração indica a presença do 
polímero nativo apesar da baixa concentração detectada no RI (FIGURA 24B), ou 
seja, apenas um residual não quantificável do polímero inicialmente utilizado nas 
reações de oxidação, e outra fração de baixa massa molar no mesmo tempo de 
retenção que os demais produtos oxidados, indicando que na ausência do 
catalisador, além da extensiva degradação do polissacarídeo pode ter ocorrido 
oxidação de forma não seletiva, tanto em álcool primário quanto secundário. 
Observa-se ainda um terceiro pico na amostra XGTsem TEMPO com tempo de 
retenção em 11,0 mL (FIGURA 24A), este pico de baixa massa molar refere-se a 
oligômeros do carboidrato que foram formados durante o processo degradativo.  
Este comportamento foi observado para diferentes polissacarídeos por 
diversos autores (WATANABE et al., 2014; MILANOVIC et al., 2012; ISOGAI, 
SAITO, FUKUZUMI, 2011; de SOUZA et al., 2011; LAVAZZA et al., 2011; SAITO 
et al., 2010; TAMURA et al., 2010; DELATTRE et al., 2009; HIROTA et al., 2009), 
onde para o sistema TEMPO/NaClO/NaBr observa-se degradação da cadeia 
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polimérica com redução de massa molar causadas pelas espécies reativas 
(NaClO/NaBrO). Bragd e Besemer (2000) reportam que mesmo na ausência de 
NaBr, o TEMPO se oxida a partir do hipoclorito de sódio formando o íon 
nitrozônio.  
Para comprovar que a degradação do polímero se dá através dessas 
espécies reativas NaClO/NaBrO e que o TEMPO além de catalisador tem função 
de proteger o polissacarídeo da degradação por espécies reativas de oxigênio 
não controladas, funcionado como uma molécula de sacrifício no meio reacional, 
foram realizados experimentos aumentando-se a concentração do catalisador 
TEMPO, e observou-se que a degradação foi significativamente reduzida.  
A constante de velocidade foi proporcionalmente maior à medida que a 
concentração do catalisador foi aumentada, porém o grau de oxidação foi 
praticamente constante independente da concentração de TEMPO. Em 
contrapartida, houve uma redução da degradação do polímero, indicando que as 
espécies reativas de oxigênio estão participando preferencialmente da conversão 
do catalisador TEMPO a íon nitrozônio do que degradando o polissacarídeo, ou 
seja, ocorre uma preferência para a reação de oxidação frente à degradação. 
Sendo assim, o aumento da concentração de TEMPO está inibindo a 
despolimerização do polissacarídeo durante o processo oxidativo. O catalisador 
TEMPO além de mediar à oxidação seletiva, tem uma função de proteger o 
polissacarídeo de uma degradação não controlada por espécies reativas de 
oxigênio, gerando produtos de menor massa molar, o que redefine o papel do 
TEMPO no processo reacional.  
Mesmo com o aumento da concentração do TEMPO, observou-se ainda, 
em menor proporção, alguma degradação do polissacarídeo. Esta degradação 
provavelmente se deve ao processo de β-eliminação que ocorre em meio alcalino, 
gerando como produtos um carboidrato redutor e um derivado de carboidrato 
insaturado, que não foram influenciados pelo aumento da concentração do 
TEMPO no reator. 
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES 
 
 
Análises de caracterização físico-químicas das XGT e XGJ foram 
realizadas e confirmaram que se trata de um polissacarídeo homogêneo.  
Foi realizada análise em tempo real da hidrólise enzimática com EGII para 
observar as características das XGs monitoradas por um sistema TDSLS-vis. A 
composição e estrutura dos oligômeros obtidos mostrou que a presença de 
galactose a duas unidades da glucose (local de ação da EGII), possui uma maior 
influência sobre a formação de oligossacarídeos, que a presença de galactose 
vicinal a glucose, ou mesmo a ausência de galactose. 
Foi realizada a reação de oxidação em tempo real da XGT (ACOMP) para 
observar a modificação química com catalisador TEMPO e consequente formação 
de um polieletrólito (ACM) em diferentes condições de pH (9, 7 e 5) e sem a 
presença do catalisador TEMPO e em diferentes concentrações do catalisador. 
Os resultados mostraram que ocorre degradação do material, e esta degradação 
é acentuada quando o TEMPO é eliminado do processo oxidativo. Porém, com o 
aumento da concentração de TEMPO houve uma redução significativa da 
degradação por espécies reativas de oxigênio, sendo esta degradação atribuída 
ao processo de β-eliminação. O produto oxidado obtido apresenta características 
de polieletrólito, onde a adição de sal reduz o volume excluído e aproxima o 
solvente de um solvente . 
Comparativamente aos detectores de espalhamento de luz, o detector 
viscosimétrico mostrou-se promissor para análises químicas em tempo real para 
polissacarídeos, por reduzir as interferências de agregados moleculares, tanto na 
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ANEXO 1. RESULTADOS OBTIDOS POR SEC DA XGT E XGJ NATIVA E ALÍQUOTAS 



















- 0 3,80x105 1,8 359,0 50,1 85 100,00 
0,006 
10 5585 1,3 32,9 1,9 68 0,52 
140 4287 1,4 4,4 1,8 72 0,40 
0,012 
10 3841 1,3 6,7 2,2 71 0,36 
140 3074 1,6 5,4 1,8 73 0,29 
XGJ 
- 0 5,05x105 1,4 410,0 56,0 82 100,00 
0,006 
10 4422 1,1 3,4 4,8 86 0,30 
140 3429 1,2 2,8 1,5 79 0,23 
0,012 
10 3706 1,1 4,5 1,6 87 0,25 
140 3190 1,4 2,8 1,4 78 0,22 
Mw - massa molar média em massa, Đ = Mw/Mn - disperção [] - viscosidade intrínseca, Rg** - raio 




ANEXO 2. CARACTERIZAÇÃO POR HPAEC DOS OLIGOSSACARÍDEOS 
HIDROLISADOS COM EGII 0,006 U.mL-1 DE XG DAS SEMENTES DE TAMARINDO 
(XGT) E JATOBÁ (XGJ). 
Tempo 
(min) 
XXG XXXG XLXG XXLG 
XLLG+ 
XXXXG* 
XXXLG XLXXG XXLXG 
XGT 
10 3,3 50,2 5,2 30,8 10,4 - - - 
30 2,4 44,7 5,3 37,0 10,5 - - - 
60 2,7 44,6 7,1 33,8 12,1 - - - 
90 2,1 40,2 7,7 34,7 15,2 - - - 
120 2,7 38,7 8,2 34,7 15,7 - - - 
140 2,1 42,4 8,1 36,2 11,1 - - - 
XGJ 
10 3,9 3,7 - 25,7 1,3 45,8 18,3 1,3 
30 3,3 3,5 - 31,8 1,8 40,0 17,8 1,8 
60 2,9 3,1 - 27,5 1,8 37,9 19,8 7,0 
90 2,9 3,0 - 27,7 1,9 37,8 17,5 9,0 
120 2,7 2,6 - 22,7 1,5 32,7 26,5 11,3 
140 2,8 3,3 - 30,5 2,3 33,6 16,0 11,6 





ANEXO 3. CARACTERIZAÇÃO POR HPAEC DOS OLIGOSSACARÍDEOS 
HIDROLISADOS COM EGII 0,012 U.mL-1 DE XG DAS SEMENTES DE TAMARINDO 
(XGT) E JATOBÁ (XGJ). 
Tempo 
(min) 
XXG XXXG XLXG XXLG 
XLLG+ 
XXXXG* 
XXXLG XLXXG XXLXG 
XGT 
10 6,1 33,3 8,8 35,7 16,1 - - - 
30 4,8 33,4 9,0 36,0 16,9 - - - 
60 5,1 31,8 9,0 36,1 18,0 - - - 
90 4,0 32,0 9,0 35,9 19,0 - - - 
120 5,2 29,3 8,2 32,4 24,8 - - - 
140 3,3 31,9 3,6 42,2 19,0 - - - 
XGJ 
10 2,2 2,5 - 41,6 9,9 21,5 16,1 6,1 
30 1,7 2,5 - 42,4 10,9 20,7 15,6 6,2 
60 1,6 2,4 - 42,5 11,7 19,9 15,5 6,3 
90 3,1 4,0 - 25,7 15,6 24,4 18,9 8,6 
120 1,5 2,3 - 41,8 12,9 19,2 15,2 6,9 
140 2,4 2,8 - 29,5 3,1 33,0 18,6 10,5 
*para XGJ a mistura de oligossacarídeos XLLG + XXXXG contém somente XLLG 
 
 
